









Medical Lib. 


tru 7 


HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIF 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefiihrt von A. KOSSEL 


und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, D, ACKERMANN-Wiirzburg, M. BERGMANN- 
Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, G. EMBDEN-Frankfurt a. M., H. v. EULER- 
Stockholm, H. FISCHER-Minchen, K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GU- 
LEWITSCH-Moskau, O. HAMMARSTEN-Upsala, S. G. HEDIN-Up 






Kiel, J. KAPFHAMMER-Freiburg i. Br.. O. KESTNER-Hambu 
Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, F. KUTSCHER-Marburg, 
NER- Upsala, F. v. MOLLER-Minchen, J.P. PAWLOW-Leningrad, P. PFEIF- 
FER-Bonn a. Rh., W. E. RINGER-Utrecht, O. SCHUMM- Hamburg, S. P. 
L. SORENSEN- Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, 8S. THANNHAUSER- 
Freiburg i. Br.. E. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND- 
Miinchen, R. WILLSTATTER-Minchen, A. WINDAUS-Gittingen, 
E. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP wud K. THOMAS 


Thbingen Leipzig 





Einhundertachtundneunzigster Band 
Drittes und viertes Heft 


Mit einer Figur im Text 


(Ausgegeben am 8. Juni 1981) 


BERLIN und LEIPZIG 1981 
WALTER DE GRUYTER & C0, 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 





handlung - Georg Reimer - Karl J. Trtibner - Veit & Comp. 






fiir 66 -aei — S/ 





EINHUNDERTACHTUNDNEUNZIGSTER BAND 
DRITTES UND VIERTES HEFT 


Inhalt ida 


Kostytschew, 8.; und A. Scheloumow. Die Stickstoffbindung und die 
Ammoniakproduktion durch Azotobacter 5 nig igen medi 2 
Borsche, W., und K. Diacont. Untersuchungen iiber die Konstitution 
der Gallensiiuren. XVI. Uber halogenierte Dehydrocholsiuren 
und Dehydro-desoxycholsiuren . . . . .......42-s 
Wieland, Heinrich, und Venancio Deulofeu. Untersuchungen iiber 
die Konstitution der Gallensiuren. XXXVI. Mitteilung. Zur 
Kenntnis der Apocholsiure ......... 8 © eee 
Utzino, Senji. Uber die Wirkung der proteolytischen Fermente auf 
“ue wiht et peop ho a ee ee Bee ee ee eee 
Sehlubach, Hans Heinrich, und Werner Flérsheim. Uber die Poly- 
liivane der Blatter von Yucca filamentosa. . . .... =. =. 153 
Schlubach, Hans Heinrich und Werner Flérsheim. Uber die Bildung 
der Polylivane in der Topinamburpflanze . . . ..... =. 158 
Borsche, W., und A. L. Morrison. Untersuchungen iiber die Konstitution 
der Gallensiiuren. XVII. Uber die Einwirkung yon Phosphor- 
pentachlorid auf einige Ketonsiiuren der Gallensiuregruppe. Ein 
neuer Weg in die Lithocholsiiurereihe . . ....... =. 
Wedekind, E., und W. Sehiecke. Uber das Sapogenin der Guajak- 
rinde. Il. Die Identitit des Guagenins mit dem Zuckerriiben- 
NII ss) ee a ec eee is oe a we ee 
Christomanos, Anast. A. Uber das Vorkommen von Athylsulfid im 
MR. 5 ks ai ee See oe a a ee es 
Haurowitz, Felix, und Max Reiss. Differenzen der gasanalytischen 
und colorimetrischen Héamoglobinbestimmung bei entmilzten 
SiemGen, “Mit 1: Piguet TOR. 65 6k ine ce ete cw ~e AG 
Myrbiick, Karl. Uber die Disaccharidspaltung durch a-Glucosidase . 196 


105 


115 


127 
135 


165 


181 





An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, mdglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trigliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefaBte Manu- 
skripte ermédglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kiinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. . 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am SchluB des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte Arbeiten sowie Referate iiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1’/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen , bd.** und ,,8.** fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 
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Die Stickstoffbindung und die Ammoniakproduktion 
durch Azotobacter. 
Von 
S. Kostytschew und A. Scheloumow. 





(Aus dem biochemischen und pflanzenphysiologischen Institut der Akademie der Wissen- 
schaften Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Marz 1931.) 


Die Untersuchungen von Kostytschew, Ryskaltschuk 
und Schwezowa}) fiihrten zu dem Ergebnis, daB bei der Assi- 
milation des molekularen Stickstoffs durch Azotobacter Ammoniak 
entsteht, Nitrate dagegen nicht nur kein Assimilationsprodukt 
bilden (wie es friiher angenommen wurde), sondern im Gegenteil 
iiber HNO, zu Ammoniak reduziert werden.’) 

Dieses Verhalten erinnert an dasjenige der Schimmelpilze bei 
Nitraternthrung. Kostytschew und Tswetkowa’) haben ge- 
funden, daB8 Nitrate bei deren Assimilation durch Schimmel- 
pilze uber Nitrite zu Ammoniak reduziert sind. AuBerdem ent- 
steht Ammoniak in Kulturen der Schimmelpilze auch durch 
Desaminierung der Aminoséuren und die beiden Arten der NH,- 
Bildung unterscheiden sich scharf dadurch, da8B die primaire 
Ammoniakbildung (Nitratreduktion) nur in Gegenwart des Betriebs- 
materials (Zucker) stattfindet, wihrend die sekundéire Ammoniak- 
bildung (Desaminierung) nur nach volliger Erschépfung des Be- 
triebsmaterials vor sich geht. 

Es liegt die Annahme nahe, daB eine derartige 2fache Weise 
der NH,-Bildung auch bei Azotobacter besteht: ist doch die 
Analogie zwischen der N,- und der HNO,-Assimilation eine weit- 
gehende, da beide Vorginge als Reduktionen aufzufassen sind und 
der N,-bindende Azotobacter auch zur Nitratreduktion in hohem 
Grade befahigt ist. 


1) C. r. Acad. Sci. 180, 2070 (1925); Diese Z. 154, 1 (1926). 
2) S. Kostytschew u. O. Schwezowa, Planta 2, 527 (1926). 
3) Diese Z. 111, 171 (1920). 
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Die weiter unten dargelegten Versuche zeigen, daB die beiden 
oben erwéhnten Vorgainge der NH,-Bildung bei Azotobacter in 
der Tat vorhanden sind. Eine Ammoniakbildung durch direkte 
Reduktion des molekularen Stickstoffs dauert nur solange, als Be- 
triebsmaterial zur Verfiigung steht. Nach vodlliger Erschopfung 
des Betriebsmaterials setzt kraftige Desaminierung ein, die erheb- 
liche Ammoniakmengen liefern kann. Dieser Umstand ist insofern 
von Bedeutung, als manche Forscher Zweifel dariiber geiuBert 
haben, ob die N,-Assimilation durch Azotobacter den Samen- 
pflanzen irgendwelchen Nutzen bringen kann, indem der assimi- 
herte Stickstoff bekanntlich sehr schnell in den Eiwei8stickstoff 
des Azotobacters verwandelt wird und angeblich nur das Wachs- 
tum des Mikroben selbst beférdern soll. In Wirklichkeit wird nach 
Erschépfung des N-freien Betriebsmaterials der Kiweifstickstoff 
des Azotobacters selbst in reinen Kulturen in eine vor den Samen- 
pflanzen assimilierbare Form verwandelt. 

Es ist klar, daB eine NH,-Bildung bei fortdauernder N,-Assi- 
milation nur als die primare Stickstoffreduktion zu deuten ist, 
da von Spaltungsvorgéngen unter diesen Bedingungen nicht die 
Rede sein kann: Wie bekannt, findet in der Periode der N,-Assi- 
milation nicht nur keine Eiweifspaltung oder Desaminierung 
statt, sondern erfolgt vielmehr eine fuferst intensive Synthese 
der Aminoséuren und Ejiweibstoffe. Dieser Umstand erschwert 
selbstverstindlich den Nachweis der primiren Ammoniakbildung, 
die nur voriibergehend ist, da der entstandene Ammoniak sofort 
weiter verarbeitet wird. Wir verwendeten auch keine speziellen 
Abfangmethoden, da dieselben die Zuverlissigkeit der Erklarung 
der Ammoniakbildung vermindern sollten. Nur eime Adsorption 
an dem sauren Kieselséuregel konnte in unseren Versuchen die 
Ammoniakverarbeitung zur Synthese der KiweiBbausteine etwas 


verlangsamen. Bei solchen Verhaltnissen gelingt der Ammoniak- 


nachweis nur bei einer sehr intensiven Stickstoffbindung, die in 
unseren Versuchen in der Tat stattgefunden hat. Die primare 
Ammoniakbildung aus dem molekularen Stickstoff war in unseren 
Versuchen zwar unbedeutend, konnte aber an Hand der modernen 
Mikromethoden auBer Zweifel gestellt werden. 

Ebenso klar ist es, da8 nach Sistierung der Stickstoffbindung 
eine Zunahme der Ammoniakmenge nur auf Dissimilations- 
vorginge zuriickzufiihren ist. Wir haben vorlaufig keine Be- 
stimmungen des Amino-N ausgefiihrt, wie sie von Kostytschew 
und Tswetkowa vollbracht worden waren und kénnen also nicht 
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feststellen, ob die Zunahme des Ammoniakstickstoffs der Ab- 
nahme des Aminostickstoffs quantitativ entspricht, wie es bei den 
Schimmelpilzen wahrgenommen wurde. Unser nachster Zweck 
war denn auch die Feststellung einer Ammoniakbildung durch 
Spaltungsvorgange. Im folgenden bezeichnen wir diesen Vorgang 
der Kiirze wegen als Desaminierung, da eine andere Art der Ammo- 
niakbildung im vorliegenden Falle wenig wahrscheinlich ist. 

In diesem Zusammenhange wollen wir den Umstand betonen, 
daB in keinem einzigen von unseren zahlreichen Versuchen (nur 
ein Teil der ausgefiihrten Versuche wird in der vorliegenden Mit- 
teilung wiedergegeben) eine auch nur geringfiigige Stickstoff- 
assimilation nach volligem Verbrauch des Betriebsmaterials 
(Mannit oder Glucose) zu verzeichnen war. 


Experimenteller Teil. 


Wir arbeiteten mit einer reinen Kulturvon Azotobacter Wine- 
landii welche aus einem bebauten Boden in Krym isoliert worden 
war. Als N&éhrmedium verwendeten wir die Kieselséuregallerte 
mit Néahrsalzen und Mannit nach Winogradski!), wohl das 
beste bisher bekannte Nahrmedium, auf welchem Azotobacter 
Winelandii in 6—8 Tagen seme Entwicklung vollendet und dabei 
auf 2¢ Mannit 25—27 mg Stickstoff fixiert (in Gegenwart von 
einem natiirlichen Boden ist die N,-Bindung noch ausgiebiger). 
Ein solches Resultat wird auf fliissigen Nahrmedien auch nach 
mehreren Wochen kaum erreicht. Die unter genauer Kinhaltung 
der Vorschrift Winogradskis bereitete Kieselséuregallerte ent- 
hielt pro. 150 cem 0,5 g Kaliumphosphat, 0,3 g Magnesiumsulfat, 
0,3 g Chlornatrium, etwa 0,2 g Kaliumcarbonat, 1g Calcium- 
carbonat, Spuren von Ferrosulfat und Mangansulfat und 2 g 
Mannit. Als VersuchsgefiBe dienten geréumige Petrischalen 
(Durchmesser 20 cm) oder, in Versuchen unter Durchleitung der 
NH,-freien Luft, groBe flache, konische Kolben mit bedeutender 
Bodenoberflache. Eine jede Schale bzw. ein jeder Kolben enthielt 
150 ccm Gallerte. Die stenlisierten Schalen wurden mit einer 
auf Ashbys Medium gezogenen reinen Kultur von Azotobacter 
Winelandii reichlich geimpft und bei 25° stehen gelassen. Der 
Ammoniak wurde in bekannter Weise nach Destillation bei ver- 
mindertem Druck in Gegenwart von Calciumhydroxyd titrie- 


1) §. Winogradski, C. r. Acad, Sci. 180, 711 (1925); Ann. Inst. 
Pasteur 40, 455 (1926); 42, 36 (1928). 
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metrisch und colorimetrisch bestimmt. Den Reststickstoff haben 
wir im Riickstande von der Ammoniakdestillation nach Kjeldahl 
ermittelt. 

Die Art Azotobacter Winelandii haben wir deshalb gewahlt, 
weil sie duBerst schnell wachst und gréBere Stickstoffmengen 
assimiliert, als der stérkste von den in unserem Besitz befindlichen 
Stémmen von Azotobacter chroococum. Letzterer assimilierte in 
8 Tagen 16,8—17,2 mg N, und erzeugte nur Spuren von Ammoniak, 
wahrend Azotobacter Winelandii zu derselben Zeit 25—27 mg 
Stickstoff assimilierte und die weiter unten angegebenen Ammoniak- 
mengen lieferte. Die primére und die sekundiére Ammoniak- 
bildung wird durch folgende Versuche erliutert. 


I. Zu einer jeden Analyse wurden 2 Schalen mit 300 ccm Gel verwendet. 














Versuchsdauer N des Ammoniaks Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg PH 
2 0,28 27,72 7,1 
4 1,19 40,43 y Fe 4 
6 2,29 42,47 7,4 
12 5,05 36,96 7,7 
14 5,14 — 36,40 7,7 











Am 6. Tage war das Mannit noch nicht verbraucht und der im Verlauf 
von 6 Tagen gebildete Ammoniak ist also das erste faBbare Produkt der Stick- 
stoffassimilation. Am 12. Tage hat die Ammoniakmenge bedeutend zu- 
genommen, die Menge des Gesamtstickstoffs aber, wohl infolge der Verfliichti- 
gung des Ammoniaks, abgenommen. Die in der Tabelle angegebenen 
Ammoniakmengen sind also wohl geringer als die tatsichlich gebildeten. 

II. Zu einer jeden Analyse wurde eine Schale mit 150 ccm Gel ver- 
wendet. Es wurden nur 6tagige und noch altere Kulturen untersucht. 





Versuchsdauer N des Ammoniaks Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg 
6 1,98 25,03 
1,56 24,88 
l 2,57 23,14 
12 3,32 23,94 








Dieser Versuch wurde in einer mit Wasserdampf gesattigten Atmo- 
sphire ausgefiihrt, wodurch aber die Ammoniakverfliichtigung nur un- 
vollkommen verhindert war. 

III. Dieser Versuch wurde bei einer niedrigeren Temperatur (etwa 20°) 
ausgefiihrt und das Wachstum des Azotobacters dauerte volle 12 Tage. Samt- 
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liche Ammoniakmengen in der folgenden Tabelle erlautern also nur den Vor- 
gang der primaren Stickstoffbindung. 





Versuchsdauer N des Ammoniaks Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg 
4 0,28 13,86 
6 0,42 17,78 
8 0,84 20,02 
10 0,63 24,01 
12 2,94 25,86 








Die Menge des primar gebildeten Ammoniaks vergréBert sich immer 
am Ende des Wachstums, da die EiweiBsynthese und folglich der Ammoniak- 
verbrauch geringer wird. 

IV. Dieser Versuch wurde in flachen Kolben ausgefiihrt, und zwar 
unter konstanter langsamer Durchleitung der atmosphirischen Luft, welche 
zuvor durch 50°/,ige Schwefelsiure von den etwa vorhandenen Spuren der 
fliichtigen stickstoffhaltigen Stoffe befreit, dann mit Wasserdampf gesattigt 
war. Die aus dem Kolben entweichende Luft passierte eine Waschflasche 
mit titrierter Schwefelsiure, wo der sich etwa verfliichtigte Ammoniak zuriick- 
gehalten wurde. In allen auf diese Weise ausgefiihrten Versuchen war keine 
Abnahme des Gesamtstickstoffs zu verzeichnen. Aber die Entwicklung des 
Azotobacters und somit die Stickstoffbindung war immer eine langsamere 
in Kolben bei Luftdurchleitung. 





Gesamt-N 


Versuchsdauer N des NH, 
in Tagen in mg in mg 
2 0,14 15,54 
4 0,28 18,08 
6 2,10 20,30 
8 2,73 23,66 








V. Dieselbe Versuchsanordnung. 

Versuchsdauer 4 Tage: Ammoniak-N 1,26 mg Gesamt-N 19,70 mg 
99 S » ” 3,22 mg 9 25,02 mg 

VI. Dieselbe Versuchsanordnung. 





Versuchsdauer Ammoniak-N Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg 
6 1,96 19,30 
8 3,01 20,80 
12 4,97 21,32 








Durch obige Versuche wird die primére Ammoniakbildung 
geniigend erlautert. Auch weiter unten wird man einige Werte 
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des primar gebildeten Ammoniaks finden. In diesem Zusammen- 
hange betonen wir ausdriicklich, daB simtliche Zahlen unserer 
Tabellen die wirklich assimilierten N-Mengen und die wirklich 
von Mikroben selbst gebildeten Ammoniakmengen darstellen, da 
wir in einem jeden Versuch es nicht versiumten, die der Zahl 
der Versuchsschalen oder Kolben gleiche Zahl von Kontroll- 
gefaBen, die mit Azotobacter nicht geimpft wurden, zu analysieren. 
AuBerdem ist eine jede Analysenzahl der Tabelle eine Mittelzahl 
von zwei parallelen Bestimmungen. Mit anderen Worten, die 
wirkliche Zahl der VersuchsgefaéBe war immer doppelt so groB wie 
die in den Tabellen angegebene. Wir verzichten auf eine Wieder- 
gabe dieser Hinzelheiten und begniigen uns mit der Bemerkung, 
daB die Mengen des in KontrollgefaBen gefundenen Stickstoffs 
Bruchteile eines Milligramms betrugen. Ammoniak wurde in den 
KontrollgefiBen tiberhaupt nicht gefunden. Auch haben wir die 
Reinheit der Kultur mehrmals geprift, und zwar immer mit dem 
positiven Resultat, was auch nicht verwunderlich ist: das Nahr- 
medium ist so stark elektiv, daB selbst nach Impfung mit einem 
natiirlichen Boden ohne jede Sterilisation immer eine mikro- 
skopisch reine Azotobacterkultur erhalten wird, wie es Wino- 
gradski angibt und auch wir selbst in mehreren Hunderten von 
Versuchen, als bestatigt gefunden haben. 

DaB in Gegenwart von Mannit oder Glucose keine sekundire 
Ammoniakbildung durch Desaminierung moglich ist, beweist folgen- 
der Versuch. 

VII. 12 Schalen mit Azotobacter wurden 6 Tage bei tiblichen Verhait- 
nissen stehen gelassen. Dann haben wir 4 Schalen analysiert, 4 andere noch 
4 Tage unter denselben Bedingungen im Brutschrank belassen und noch 


4 Schalen erst mit je 3 g Traubenzucker versetzt, dann fiir 4 Tage im Brut- 
schrank stehen gelassen. Die Stickstoffmengen beziehen sich auf 300 ccm Gel. 


6 Tage bei iiblichen Verhaltnissen: Ammoniak-N 1,44 mg, Gesamt-N 46,62 mg 
10 9? 99 9° 99 99 2,66 mg 99 45,50 mg 


10 ,, unter Zusatz von Glucose: - 0,50 mg i. 88,00 mg 
VIIa. Wiederholung des vorstehenden Versuchs unter Ersatz von Glucose 
durch Mannit (1 g auf jede Schale). 
10 Tage unter iiblichen Verhaltnissen: Ammoniak-N 5,04mg, Gesamt-N 48,44 mg 
Nach 6Tagen Zusatz von 1g Mannit: ” 1,24mg » 68,32 mg 
In beiden obigen Versuchen hat die Menge des assimilierten 
Stickstoffs nach Zugabe des Betriebsmaterials gewaltig zu- 
genommen, die Ammoniakmenge war aber noch geringer als in 
Kontrollkolben, welche fiir 6 Tage im Brutschrank stehen ge- 
lassen wurden. In den mit Traubenzucker oder Mannit nicht ver- 
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setzten Kolben hat die Ammoniakmenge wohl infolge Desaminie- 


rung zugenommen. 
Besonders deutlich wird der EinfluB des Mannits auf den Vor- 
gang der Desaminierung durch den folgenden Versuch erlautert. 
VIII. Eine Serie von Kulturen in Schalen wurde unter iiblichen Be- 


dingungen, aber mit Zusatz von 0,3 g Pepton, mit 31,85 mg N gezogen. In 
der anderen Serie haben wir den Kulturen nur 0,3 g Pepton ohne Mannit 


gegeben. 




















Versuchsdauer | Ammoniak-N Gesamt-N N, gebunden 
in Tagen in mg in mg in mg 
Erste Serie, mit Pepton und Mannit 
4 0,28 41,64 9,43 
6 0 62,93 31,07 
10 0,14 62,72 31,01 

Zweite Serie, mit Pepton, aber ohne Mannit 
4 15,82 22,51 7,52 
8 19,08 21,93 9,20 











Diese Zahlen zeigen, dab auf Pepton allein groBe Mengen 
des Ammoniaks entstanden sind, wéhrend dieselbe Peptonmenge 
mit Mannit nur ganz unbedeutende Ammoniakmengen lieferte. 
Interessant ist der Umstand, da8 die Kulturen auf Pepton und 
Mannit gréBere Stickstoffmengen assimiliert haben als unter 
normalen Bedingungen, d. i. auf Mannit allein. Pepton hat also 
die Stickstoffbindung gesteigert. Auf Pepton allein war dagegen 
die Stickstoffbindung unbedeutend: die Menge des aus der 
Atmosphiare assimilierten Stickstoffs war 2mal geringer als die 
Menge des Ammoniakstickstoffs. 


IX. Ein dem vorigen analoger Versuch in Kolben unter Durchleitung 


der NH,-freien Luft. 
1. 8 Tage mit Mannit allein. Ammoniak-N 2,38mg. N assimiliert 25,62 mg. 


2. 4 Tage mit Mannit allein, dann noch 4 Tage nach Zusatz von etwa 0,32 
Pepton mit 29,04 mg N. Ammoniak-N 15,26 mg. N assimiliert 34,67 mg. 
Nach 4 Tagen war die Gesamtmenge von Mannit verbraucht. 


Auch in anderen Versuchen, die hier nicht mitgeteilt werden, 
haben wir nach Verbrauch der Gesamtmenge des Mannits regel- 
méBig eine reichliche Ammoniakabspaltung vom Pepton wahr- 
genommen, wahrend in Gegenwart von Mannit dies nie der Fall 
war. Auch Glykokoll wird nach Verbrauch des Betriebsmaterials 
vollkommen desaminiert. Da in diesem Falle die chemische 
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Natur der Ammoniakabspaltung vollkommen durchsichtig ist, 
so scheint es kaum zweifelhaft zu sein, da8 auch in anderen ana- 
logen Fallen nichts anderes als Desaminierung vorliegt. 


X. Versuch in Kolben unter Luftdurchleitung. Die Kulturen wurden 
zunachst unter iiblichen Bedingungen 4 Tage stehen gelassen, dann haben 
wir einige Kolben mit je 10ccm einer waBrigen Glykokollésung mit 12,75 mg N 
versetzt. Bei weiterem Stehenlassen ergab sich nach Verbrauch des Mannits 
eine mehrmals gréBere Ammoniakproduktion in den mit Glykokoll versetzten 
Kolben. Beim Darbieten des Glykokolls allein als Betriebsmaterial erfolgt 
kein sichtbares Wachstum des Azotobacters. 











Versuchsdauer Ammoniak-N Zunahme des Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg 
4 0,93 22,44 
8 ohne Glykokoll 2,75 24,40 
8 mit - 12,69 25,03 
8 mit - 13,91 22,87 








Der Vorgang dec Desaminierung ist eine Lebenserscheinung. 
Er unterbleibt bei Vergiftung des Azotobacters mit Toluol. 
XI. Versuch in Petrischalen, Einige 2tagige Kulturen auf Mannit, als 


einziger Kohlenstoffquelle, wurden in einen geraumigen Exsiccator mit Toluol 
gestellt, andere Kulturen aber unter iiblichen Bedingungen stehen gelassen. 





Versuchsdauer Ammoniak-N Gesamt-N 
in Tagen in mg in mg 

2 0,21 14,79 

6 ohne Toluol — 26,78 

8 ohne ,, 0,56 25,13 

6 mit mn ae 15,10 

8 mit - — 14,77 








Die mit Toluol vergifteten Kulturen enthielten dieselben 
N-Mengen wie die 2tagigen Kulturen und haben also in Gegen- 
wart von Toluol keifen Stickstoff assimiliert. Aber auch ein 
Dissimilationsproze8 hat nicht stattgefanden. 

In einer sauerstofffreien Atmosphire wird die Stickstoff- 
bindung bedeutend gehemmt, doch stirbt der Azotobacter nicht 
ab und bindet normale Stickstoffmengen nach erneutem Sauer- 
stoffzutritt. 


XII. Versuch in Schalen. Kulturen in Schalen unter tblichen Be- 
dingungen wurden im Alter von 2 Tagen teils unter denselben Bedingungen 
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weiter stehen gelassen, teils aber in die Atmosphare des reinen Stickstoffs 
gestellt, wo sie noch 2 Tage verblieben. Dann wurden diese Schalen noch 
2 Tage unter normalen Bedingungen belassen. 




















Versuchsdauer in Tagen Ammoniak-N Gesamt-N 
und Bedingungen in mg in mg 
1. 2 Tage bei Luftzutritt ........ 0,28 15,26 
2. Noch 6 Tage bei Luftzutritt ..... 1,24 26,57 
3. 2 Tage bei Luftzutritt, dann 2 Tage bei 
SauerstoffabschluB ........ 0,45 17,96 
4. Nach 2tagigem Verweilen bei Sauer- 
stoffabschluB noch 2 Tage bei Luft- 
EE ee eae ee Oe 1,26 25,23 








Durch obige Resultate unserer Versuche scheint sowohl die 
primaire Ammoniakbildung (durch Reduktion des molekularen 
Stickstoffs), als die Ammoniakbildung durch Dissimilationsvorginge 
(im Falle des Glykokolls sicherlich durch Desaminierung) fest- 
gestellt zu sein. Es zeigte sich auBerdem, daB beide Vorginge 
leicht voneinander unterschieden werden kénnen. Somit wurde 
dargelegt, daB Azotobacter ein starkes Desaminierungsagens ist. 
Auch wurde das Auftreten des Ammoniaks, als des ersten faBbaren 
Produktes der Stickstoffbindung?) bestatigt. In diesem Zusammen- 
hange wollen wir die Ausfiihrungen Bloms?) erwihnen, der auf 
Grund verschiedener Erwagungen zu dem Schlu8 kommt, daS der 
Ammoniak bei der Bindung des molekularen Stickstoffs nicht, 
wie im Haberschen ProzeB, direkt aus Elementen entsteht 
(Hypothese von Kostytschew und seinen Mitarbeitern). Blom 
nimmt an, daB Oxydationsvorginge bei der Bindung des mole- 
kularen Stickstoffs doch eine gewisse Rolle spielen, indem als erstes 
Assimilationsprodukt Hydroxylamin entstehen soll. Erst die zweite 
Stufe der N,-Assimilation besteht nach Blom aus einer Reduktion 
des primar entstandenen Hydroxylamins zu Ammoniak. 

Einen experimentellen Nachweis seiner Annahme hat Blom 
noch nicht erbracht. Die von Kostytschew und Tswetkowa 
vorgeschlagene spezifische und empfindliche Probe auf Hydroxy]- 
amin hat Blom’) durch andere zwar weniger spezifischen, aber 
noch empfindlicheren Proben ersetzt, doch einen einwandfreien 


1) §. Kostytschew, A. Ryskaltschuk u. O. Schwezowa, a. a. O. 
2) J. Blom, Biochem. Z. 194, 392 (1928). 
3) J. Blom, Biochem. Z. 194, 385 (1928). 
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Nachweis der Hydroxylaminbildung bisher nicht erzielt. Ebenso 
wie Kostytschew und seine Mitarbeiter vermochte Blom bei 
der Stickstoffbindung durch Azotobacter nur Ammoniak nach- 
zuweisen. Wir halten die primére Hydroxylaminbildung fir 
moglich, aber nicht sehr wahrscheinlich und weisen in diesem 
Zusammenhange darauf hin, daB die N,-Bindung durch Azoto- 
bacter auch bei SauerstoffabschluB nicht vollkommen unterbleibt, 
die N,-Bindung durch einige Mikroben der Buttersiuregérung aber 
in einem sauerstofffreien Medium sogar mit groBer Intensitaét vor 
sich geht. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Es wurde bestitigt, da8 Ammoniak das erste faBbare 
Produkt bei der Bindung des molekularen Stickstoffs darstellt. 
Diese Ammoniakbildung findet in Gegenwart eines Uberschusses 
des Betriebsmaterials statt. 

2. Azotobacter Winelandii bewirkt auBerdem eine Am- 
moniakbildung durch Dissimilation stickstoffhaltiger Stoffe, die 
im Falle des Glykokolls und wohl auch Peptons sicherlich als 
Desaminierung zu deuten ist. Diese sekundire Ammoniakbildung 
erfolgt aber nur in Abweséhheit des N-freien Betriebsmaterials 
und kann also von der primaéren Ammoniakbildung unterschieden 
werden. 

3. Sowohl die primare als die sekundire Ammoniakbildung 
wird nur durch lebende Kulturen bewirkt. .Die mit Toluol ver- 
gifteten Kulturen sind unfahig N, zu binden und auch eine Des- 
aminierung hervorzurufen. 

4. Durch 2tigiges Verweilen in einer sauerstofffreien Atmo- 
sphére werden die Azotobacterkulturen nicht getdtet, doch wird 
die Stickstoffbindung bei SauerstoffabschluB sehr unterdriickt. 
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Uber halogenierte Dehydrocholsauren und Dehydro-desoxycholsduren. 
Von 


W. Borsche und K. Diacont. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1931.) 








In einem der jiingst erschienenen Hefte dieser Zeitschrift?) 
findet sich eine Mitteilung der Herren H. Wieland und Takami 
Noguchi iiber die Bromierung von Dehydrocholsiure und 
Dehydro-desoxycholsiure. Wir sehen uns dadurch gezwungen, 
iiber Versuche gleicher Art zu berichten, die wir aus ahnlichen 
Griinden, wie Herr Wieland und seine Mitarbeiter, schon vor 
mehreren Jahren ausgefiihrt, aber bisher nicht verd6ffentlicht 
haben, weil wir sie gern erst noch weiter durchgearbeitet und 
ausgebaut hatten. 

Thren Ausgang nahmen unsere Versuche*) von einer Dijod- 
dehydrocholsaure C,,H;.0,J., die nach einem von Borsche 
und Frank 1926 ausgearbeiteten Verfahren durch Jodieren von 
Dehydrocholséure mit Chlorjod in Eisessig in recht guter Aus- 
beute entsteht und wegen ihrer Krystallisationsfaihigkeit leicht 
rein erhalten werden kann. Diese Krystallisationsfaihigkeit ist 
jedoch nur der Séure und ihren Kstern eigentiimlich, aber nicht 
mehr ihren sonstigen Derivaten. Alle Umsetzungen und Abbau- 
versuche mit ihr fiihrten zu amorphen Stoffen und sind vorliufig 
ohne greifbare Ergebnisse geblieben. Es ist uns deshalb auch 
noch nicht gegliickt, die Stellung der Jodatome endgiiltig zu 
ermitteln. Wir nehmen an, daB sie an Ring I haften, da 
Diketo-7,18-cholanséure unter denselben Bedingungen nicht mit 
Chlorjod reagiert. Ob sie aber auf die beiden in diesem Fall vor 





1) XV. Mitteilung: Diese Z. 197, 173 (1931). 

2) Diese Z. 194, 248 (1931). 

3) Vgl. iiber sie auch K. Diacont, Uber die Halogenierung von De- 
hydrocholsiure und Dehydrodesoxycholsiure. Dissertation Frankfurt a. M. 
(1929). 
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allem in Frage kommenden Kohlenstoffatome 2 und 4 verteilt 
sind oder beide an 2 bzw. an 4 haften, ist vorliufig nicht zu ent- 
scheiden. Ebensowenig kénnen wir etwas Bestimmtes iiber die 
Haftstelle des Jodatoms in der Monojod-dehydrocholsaure 
C,,H,30;J aussagen, die sich in geringen Mengen in den Mutter- 
laugen vom Umkrystallisieren der Dijodséure findet. Aus dem 
Verhalten der Dehydrocholsiure gegen Brom glauben wir schlieBen 
zu dirfen, dai es Wasserstoff an C? vertritt. Aber beweisen lieB 
sich das noch nicht. Denn es war uns nicht mdéglich, geniigend 
Joddehydrocholséure dafiir darzustellen, weder durch Jodierung 
von Dehydrocholsiure mit 1 oder 1/, Mol Chlorjod noch aus Brom-2- 
dehydrocholsiure und Natriumjodid in Aceton. 

Die Brom-dehydrocholsiéure C,,H,,0;Br, die wir dabei 
benutzten, ist zuerst von Landsteiner durch Bromieren von 
Dehydrocholsiure gewonnen!) und vor uns schon von Jansen 
eingehend untersucht worden.”) Jansen gibt an, daB sie aus Eis- 
essig lésungsmittelhaltig in der Zusammensetzung 2C,,H,,0;Br> 
C(,H,O, krystallisiert, sich weder mit Hydroxylamin noch mit 
Semicarbazid zu krystallinen Derivaten vereinigt und bei allen 
Versuchen zur Abspaltung von Bromwasserstoff aus ihrem Molekiil 
verharzt. Wir haben seine Angaben bestitigen und in verschiedenen 
Punkten erginzen kénnen, vor allem auch beziiglich der Konstitu- 
tion der Séure. Sie liefert naémlich bei der Oxydation mit Kalium- 
permanganat reichlich Bilianséure und mufi danach Brom-2- 
dehydrocholsiéure sein. 


| | 
CH CH 





Pad te atl , i a 
BrCH OG—CH, HO,C G—CH, 
3 9 8 > 
13 5 7 
oC CH CO HO,C CH CO 
all ie ae 
CH, CH, CH, GH, 


Wir haben ferner den bis dahin noch unbekannten Brom-2- 
dehydrocholsiure-methylester auf verschiedenen Wegen dar- 
gestellt und dabei u. a. beobachtet, da die Bromierung von 
Dehydrocholsiure-methylester in Hisessig ganz ebenso wie 
die Bromierung der Saéure verlaiuft. Dagegen bekamen wir beim 
Bromieren des Esters in trockenem Chloroform neben harzigen 
Produkten einen anderen Stoff, dessen Zusammensetzung etwa 





1) Diese Z. 19, 285 (1894). 
*) Diese Z. 82, 326 (1912). 
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auf die Formel Cz 9H,,O0,).Br, pabte, wihrend Molekulargewichts- 
bestimmungen davon in gefrierendem Benzol auf Molekiile von 
der halben GréBe deuteten. Wir halten ihn danach fiir eine lockere 
Verbindung von gleichen Molekilen Dibrom-dehydro- 
cholséure-methylester und Brom-triketocholensaure- 
methylester (aus Dibrom-dehydrocholsiure-methylester durch 
Abstobung von Bromwasserstoff) C,;H3,0;Br.°C.;H3,0,Br bzw. 
fiir Mischkrystalle annihernd konstanter Zusammensetzung, die 
eine solche Verbindung vortiiuschen, sind aber dieser Vermutung 
experimentell noch nicht weiter nachgegangen. [Hinen Stoff 
C5oH,,0,Cl, von ganz ahnlicher Art (C,;H3.0,Cl.°C.;H3;0,C)) 
hat Herr A. L. Morrison vor kurzem im hiesigen Institut aus 
Diketo-7,13-dichlor-3,3-cholansiurechlorid beim Kochen mit 
Methanol erhalten.*) 

Landsteiner erwahnt, daB sich Dehydrocholsiure in Kis- 
essig leicht weiter bromieren lasse zu einem Stoff, der ,,aus Benzol 
in strahlenden Rosetten‘ krystallisiert, ohne jedoch wber die 
Eigenschaften dieses Stoffes oder iiber die Bedingungen, unter 
denen er entstanden war, naihere Angaben zu machen. Wir haben 
bei unseren Bemiihungen, ihn wiederzufinden, weniger Glick 
gehabt wie die Herren Wieland und Takami Noguchi und 
aus Dehydrocholsiéure und 2 Molen Brom in KEisessig trotz mehr- 
facher Abinderung der Arbeitsweise immer nur stark verharzte 
Produkte bekommen. Dagegen lieferten uns Ansiitze mit 4 Molen 
Brom in wechselnden Ausbeuten einen krystallisierten Stoff von 
der Zusammensetzung C,,H,,0,Br, einer Tetrabrom-dehydro- 
cholséure. Er schmolz bei 168—170°, ist also jedenfalls ver- 
schieden von der bei 213° schmelzenden Tetrabrom-dehydrochol- 
séure von Wieland und Takami Noguchi. Seine nihere Unter- 
suchung steht noch aus. 

Bei der Halogenierung der Dehydro-desoxycholsiure 
sind wir bisher iiber einige Orientierungsversuche nicht hinaus- 
gekommen, weil die Saéure in gréBeren Mengen auch heute noch 
viel schwieriger zugiénglich ist wie Dehydrocholsiure und dazu 
der Ertrag an krystallisierten Substitutionsprodukten auch in 
den Fallen, in denen solche auftraten, recht gering war. Beim 
Jodieren der Saéure selbst mit Chlorjod haben wir iiberhaupt nur 
Harz bekommen, beim Bromieren mit 1 Mol Brom auBerdem 
auch einen krystallisierten Stoff, iiber dessen Beziehungen zum 





1) A. L. Morrison, Uber die Einwirkung von PCI, auf einige Keton- 
siuren der Gallensiuregruppe. Dissertation Frankfurt a. M. (1931). 
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Ausgangsmaterial wir aber noch keine naiheren Angaben machen 
kénnen. Nachdem er wiederholt aus Methanol umkrystallisiert 
war, stimmte seine Zusammensetzung und sein Molekulargewicht 
auf die Formel C;>HggO,Br;. Das wiirde auf den Dimethylester 
einer Séure C,,H,,O,Br, (entstanden durch Kondensation gleicher 
Molekiile Dibrom-dehydro-desoxycholsaéure C,,H,,0,Br, und Brom- 
diketo-cholenséure C,,H,,0,Br) deuten, wenn der Stoff sich nicht 
bei der weiteren Priifung als methoxylfrei und alkaliléslich erwiesen 
hatte. Etwas durchsichtiger verlief die Bromierung von Dehydro- 
desoxycholsiure-methylester in trockenem Chloroform. In diesem 
Fall enthielt némlich das Reaktionsprodukt bei Anwendung von 
1 Mol Brom neben viel Harz einen Dibrom-dehydro-desoxy- 
cholsdure-methylester C,;H,,0,Br,, bei Anwendung von vier 
Molen Brom einen Tribrom-dehydro-desoxycholsaéure- 
methylester C,;H,,0,Brs. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Versuche mit Dehydrocholsaure. 


Jodierung. 
Dijod-dehydrocholsiiure, C,,H,,0,J,. 

20 g Dehydrocholséure werden in 200 ccm Eisessig gelést und 
bei Zimmertemperatur der Einwirkung von 20 g (21/, Mol.) Chlor- 
jod iiberlassen. Das Gemisch beginnt nach einiger Zeit Krystalle 
auszuscheiden, die nach 2 Tagen abgesaugt!), mit kaltem Eis- 
essig ausgewaschen und dann mit 500 ccm davon 5 Minuten zum 
Sieden erhitzt werden. Dabei bleibt die Hauptmenge (etwa 19 g) 
ungeldst. Sie schmilzt um 185° unter Dunkelfarbung und Aus- 
stoBung von Joddémpfen und ist schon fast reine Dijod-dehydro- 
cholsiure. Durch Imaliges Umkrystallisieren aus 200 ccm 
Aceton wird ihr Schmelzpunkt, dessen Lage iibrigens stark von 
der Schnelligkeit des Erhitzens abhangt, konstant. Bei unserem 
Verfahren fanden wir ihn zu 187—188?°. 

0,1742 g Substanz (exsiccatortrocken) gaben 0,2818 g CO,, 0,0769 g H,O. 

0,1688 g a gaben 0,1206 g AgJ. 


C,,H,,0,J, Ber. C 44,039, H 4,909, J 38,81, 
Gef. ,, 44,12 » 4,94 ,» 38,62 


1) Aus dem dunkelbraunen Filtrat scheidet sich bei weiterem Auf- 
bewahren nur noch wenig Dijodverbindung ab, aus den Mutterlaugen davon 
bei vorsichtigem Verdiinnen oder beim Eindunsten iiber Atzkalk ausschlieBlich 


ein schwarzes Harr. 
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Der Eisessig, der zum Auskochen der Rohsaéure gedient hat, 
wird im Vakuum auf dem Wasserbad bis auf 25 cem abgedampft. 
Aus dem Riickstand krystallisieren nach dem Erkalten noch etwa 
3 g Dijod-dehydrocholsdure aus. Die Mutterlauge davon enthalt 
iiberwiegend die Monojodverbindung. 


Dijod-dehydrocholsaure lést sich schwer in Ather, Alkohol 
und Eisessig (in letzterem bei Siedetemperatur etwa 1:60), ver- 
haltnismaBig leicht in Aceton und Essigester. Aus Aceton krystalli- 
siert sie in langen, farblosen, vollkommen einheitlichen Nadeln. 
Der in der Mutterlauge bleibende Teil 1a8t sich durch vorsichtiges 
Einengen auf dem Wasserbad gewinnen, doch wird dabei bereits 
etwas Jod abgespalten. Die Lésung farbt sich hellrot und der 
stechende Geruch von Jodaceton macht sich bemerkbar. Auch 
die Lésungen der Saure in Methanol oder Eisessig réten sich beim 
Kochen schon nach wenigen Minuten. In Natriumearbonat- 
lésung lost sie sich zunachst farblos, aber unter sofort einsetzen- 
dem Halogenverlust; beim Krwirmen nimmt die Loésung fast 
augenblicklich eine tiefbraune Farbe an, die beim Loésen in 
0,5 n-Natronlauge oder in verdiinntem Ammoniak auch schon bei 
Zimmertemperatur eintritt. 

Dijod-dehydrocholséure-methylester: Beim Erwarmen 
der Saéure mit schwefelsiurehaltigem Methanol entsteht nur ein 
braunes Harz. Mit atherischer Diazomethanlésung reagiert sie in 
fester Form auBerordentlich trage, dagegen glatt, wenn man sie 
in der 10fachen Menge Aceton gelést damit zusammenbringt. 
Beim Eindampfen der Loésung bleibt der Ester als gelbliches Ol 
guriick, das beim Aufbewahren unter wenig Methanol allmahlich 
krystallin wird. Er krystallisiert aus Methanol, in dem er recht 
schwer léslich ist, oder aus Hisessig in farblosen Nadeln und 
schmilzt bei etwa 220° unter Dunkelfarbung und Abscheidung 
von Jod. Zur Analyse wurde er im Vakuum bei 118° iiber Atz- 
kali getrocknet. 


0,0972 g Substanz gaben 0,1605 g CO,, 0,0450 g H,O. 


0,2166 g - » 09,1518 g AgJ. 
0,1822 g - » 09,0664 g AgJ (Methoxylbest.). 
C.,H,,0;,J. Ber. C 44,90°/, H 5,13°/, J 37,99°/, OCH, 4,65°/, 
Gef. ,, 45,03 » 9,18 99 37,88 » 4,81 


J od-dehydrocholsiiure, C,,H,,0,J. 


Wir haben diese Séure zuerst als Nebenprodukt bei der Dar- 
stellung der Dijod-dehydrocholséure erhalten, und zwar aus den 


tite Oadare Ztlerst |i 
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letzten Mutterlaugen vorm Auskochen des Rohproduktes mit lis- 
essig (25 ecem, vgl. oben) bzw. aus dem Rickstand, den sie hinter- 
lassen, wenn man sie im Vakuumexsiccator iiber Atzkali eindunstet. 
Man erwarmt ihn kurz mit einiven Kubikzentimetern Eilsessic, 
filtriert vom Ungelésten (Dijodséure) ab und reinigt das Geldste 
durch Umkrystallisieren aus Methanol. Jod-dehydrocholséure 
krystallisiert daraus bei mehrtégigem Stehen in groBen, schief- 
winkligen Prismen und schmilzt bei 158° unter Zersetzung, aber 
ohne Jodabscheidung. Zur Analyse wurde sie im Vakuum bei 
118° iiber Atzkali getrocknet. 


0,1396 g Substanz gaben 0,2782 g CO,, 0,0783 g H,0. 
{ 


0,1824 g % » 90,0823 g AgJ. 
C,,H,,0; Ber. C 54,53°/, H 6,380°/, J 24,03°/, 
Gef.  ,, 54,35 », 6,28 », 24,39 


Die Ausbeute an reiner Saure ist gering (etwa 1 g). Wir haber 
versucht, sie zu verbessern, indem wir Dehydrocholséure mit 
1 Mol und sehlieBlich sogar nur mit 0,5 Mol Chlorjod zusammen- 
brachten, aber trotz mehrfacher Abanderung der duBeren Be- | 
dingungen ohne merklichen Erfolg. Soweit Substitution eintrat, | 
ging sie in der Hauptsache gleich bis zum Dijodprodukt. 

Beispiel eines Ansatzes mit 1 Mol JCl: Es wurden 8 g Dehydro- 
cholsiure in 70 ccm Eisessig mit 3,25 g Chlorjod in 10 cem Eisessig vermischt. 
Nach 2 Tagen wurden die ausgeschiedenen Krystalle abgesaugt.!) Sie wogen 
nach dem Auswaschen mit Eisessig und Ather 5,5 g. 

0,1938 g Substanz gaben 0,1190 g AgJ. 

C,,H,,0;J * »5 38,819/, Gef. J 33,19°/, 

Nach dem Umkrystallisieren aus 55 cem Aceton schmolz die Haupt- 
fraktion (4,1 g) um 170° unter Zersetzung, der in der Mutterlauge gebliebene 
Anteil gegen 165°. Die Hauptfraktion wurde aus der Hiilse mit Ather frak- 
tioniert extrahiert. Dabei waren aus dem Extrakt auskrystallisiert 

nach 3 Stunden etwa 0,3 g vom Schmelzp. 176°; 
nach weiteren 3 Stunden etwa 0,4 g vom Schmelzp. 169°; 
” %° S °° 9°? 0,5 g 99 99 180°. 

Der Inhalt der Hiilse (2,6 g) schmolz jetzt bei 187—188°, Mischschmelz- 
punkt mit Dijod-dehydrocholsiure unverandert. 

Ansatz mit 0,5 Mol JCl: Wie vorher mit 1,65 ¢ JCl. Nach 2 Tagen 
wurde von den ausgeschiedenen Krystallen (Schmelzpunkt roh etwa 160°, 
nach Imaligem Umkrystallisieren aus Eisessig bereits gegen 180°, also un- 
reine Dijodverbindung) abfiltriert und in 500 ccm Wasser eingeriihrt. 


!) Aus dem Filtrat krystallisierten beim Eindunsten im Vakuum noch 
0,6 ¢ Substanz (Schmelzpunkt um 162°). 
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Gielbliche, flockige Fallung, die nach einigen Stunden abgesaugt und in wenig 
Kisessig heiB gelést wurde. Aus der rotbraunen Lésung setzten sich im Ver- 
lauf der nachsten Tage vollkommen einheitliche, schiefwinklige, kaum ge- 
farbte Prismen von Jod-dehydrocholsaure ab. Ausbeute 0,7 g, nach noch- 
maligem Umkrystallisieren aus Methanol Schmelzp. 156—157° unter Zer- 
setzung. Zur Analyse wurden sie im Vakuum bei 78° getrocknet. 


2,630 mg Substanz gaben 5,255 mg CO,, 1,565 mg H,0O. 


3,140 mg % » 9,755 mg J. 
C,,H,,0;J Ber. C 54,53°/, H 6,30°/, J 24,03°/, 
Gef. ,, 54,51 »» 6,65 », 24,04 
Bromierung. 


Brom-2-dehydrocholsiiure, C,,H,,0,Br. 

Bei der Darstellung der Brom-dehydrocholsaéure sind wir in 
der Hauptsache den Angaben von Landsteiner gefolgt: 10,1 ¢ 
Dehydrocholsiéiure in 875 cem Hisessig wurden bei Zimmertempe- 
ratur mit 25 cem 2 n-Brom—Hisessigl6sung vermischt, im _hellen 
Tageslicht sich selbst itberlassen, bis die Lésung hellgelb geworden 
war, und dann in 4 Liter Hiswasser eingeriihrt. Der Niederschlag 
wurde aus Kisessig umkrystallisiert. [cr setzte sich daraus in farb- 
losen Naédelehen ab (Ausbeute 60—70°/, der theoretischen), deren 
Schmelzpunkt wir bei 173—174° (unter Zersetzung) fanden.') 
Jhre Zusammensetzung entsprach, auch nachdem sie im Vakuum 
hei 100° iiber Atzkali bis zur Gewichtskonstanz getrocknet waren, 
der Formel 2C,,H3,0;Br-C,H,O,. 

0,1527 g Substanz gaben 0,3288 g CO,, 0,0957 g H,O. 


0,2534 g we verbrauchten 4,95 ccm 0,1 n-NOQ,Ag (Baubigny). 
2C,,H,,0,; Br: C,H,O, Ber. ; 58,69°/, H 6,90°/, Br 15,63°/, 
Gef. ,, 58,72 os 40" » 15,61 


Die Essigsiure lieB sich in enmem Vakuum von 12—1l4 mm 
auch bei 118° nicht ohne weiteres entfernen. Dagegen haben wir 
Bromdehydrocholsiure nach dem Umkrystallisieren aus Aceton 
oder Alkohol schon bei 100° schnell voéllig frei vom Losungsmittel 
erhalten. Die so gereinigten Priparate schmolzen ebenfalls bei 
173—174° unter Zersetzung, das aus Alkohol herausgekommene 
aber erst, nachdem es seinen Krystallalkohol zwischen 115° und 
120° unter Aufschiumen abgegeben hatte. 


') Landsteiner gibt 171—173° an, Jansen 180°, Takami Noguchi 
182—183°. Ein Praparat seiner Brom-dehydrocholsaure, das uns Herr Wie- 
land giitigst iiberlieB, schmolz bei unserer Art der Schmelzpunktsbestimmung 
ebenfalls bei 173—174°. 
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0,2012 g¢ Substanz (aus Aceton) gaben 0,4428 g CO,, 0,1248 g H,O. 


0,1908 g - verbrauchten 3,94 ccm 0,1 n-NO,Ag (Baubigny). 
0,1876 g -™ (aus Alkohol) gaben 0,4123 g CO,, 0,1170 g H,O. 
0,2234 g +" verbrauchten 4,59 ccm 0,1 n-NO,Ag (Baubigny). 

C,,H,,0,Br Ser. C 59,85°/, H 6,91°/, Br 16,61°/, 
Gef. ,, 60,02, 59,94 » 6,94, 6,98 » 16,50, 16,42 


Brom-2-dehydrocholsiiure-methylester, C,,H,,0,Br 

aus der Séure durch Veresterung mit Diazomethan: 
1,2 g Siure wurden in 20 cem Aceton gelést mit einem Uberschuf 
iitherischer Diazomethanlésung umgesetzt. Beim Abdampfen 
hinterblieb eine farblose Krystallmasse; nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton + Methanol Naédelchen, Schmelzp. 204° unter 
Zersetzung. 
aus der Sdéure durch Veresterung mit Methanol + 
Schwefelsiure: 4,8 g Saéure wurden mit 45 cem Methanol + 
8 cem konzentrierter Schwefelséure 3 Stunden auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Dabei trat zu keiner Zeit vollige Losung ein. 
Beim Erkalten krystallisierte der Ester bis auf einen ganz geringen 
Rest aus. Ausbeute nach dem Umkrystallisieren aus Aceton 
etwa 70°/, der Theorie, Schmelzp. 204° unter Zersetzung. Zur 
Analyse wurde im Vakuum bei 100° iiber Atzkali getrocknet. 

0,2014 ¢ Substanz gaben 0,4485 g CO,, 0,1292 g H,O. 

0,2257 g - verbrauchten 4,56 ccm 0,1 n-NO,Ag (Baubigny). 

0,1668 g - gaben 0,0739 g AgJ. 

C,,H,,0;Br Ber. C 60,589/, H 7,13°/, Br 16,14°/, | OCH, 6,27°, 
Gef. ,, 60,73 a ae » 16,15 9» 9,89 

aus Dehydrocholsaure-methylester durch Bromieren in 
Kisessig: 2,1 g des Esters wurden unter ganz denselben Be- 
dingungen wie die freie Séure bromiert und aufgearbeitet. Das 
Reaktionsprodukt krystallisierte aus Aceton in Nadelchen vom 
Schmelzp. 204°, Mischschmelzpunkt mit dem auf anderem Wege 
erhaltenen [ster unverindert; Ausbeute etwa 65°/, der Theorie. 


sromierung von Dehydrocholsdure-methylester 
in Chloroform. 


8,4g Dehydrocholsiure-methylester wurden in 45 cem trocke- 
nem Chloroform gelést und unter Eiskiihlung mit 20 eem 2 n-Brom- 
chloroformlésung versetzt. Die Bromierung begann sofort unter 
starker Bromwasserstoffentwicklung. Nach wenigen Minuten war 
alles Brom verbraucht. Das Reaktionsgemisch, das eine karmin- 
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rote Farbe angenommen hatte, wurde auf dem Wasserbade bei 
gelinder Wirme eingedunstet. Dabei blieb ein rotbraunes, beim 
Erkalten glasig erstarrendes Harz zuriick. Bei kurzem Kochen 
mit 25 cem Methanol gab es neben einer roten Lésung ein graues 
Krystallpulver, das aus Aceton in farblosen Blittchen, aus einer 
Mischung von Aceton und Methanol bei langsamem Verdunsten 
in sehr schénen, diamantglanzenden oktaederahnlichen Doppel- 
pyramiden herauskam. Ausbeute wechselnd, Schmelzpunkt um 
175°, nach vorherigem Erweichen, unter Braunfairbung und Gas- 
entwicklung. Zur Analyse wurde der Stoff im Vakuum bei 118° 
iiber Atzkali getrocknet. 

0,1647 g Substanz gaben 0,3390 g CO,, 0,0912 g H,O. 

0.1902 ¢ 4, » 0,3949 g CO,, 0,1094 g H,O. 

0,1886 g ‘i verbrauchten 5,18 ccm 0,1 n-NO,Ag (Baubigny). 

5,805 mg ‘“ gaben 1,250 mg Br. 
C,;H,,0;Br (495) Ber. © 60,58°/, H 7,13°/, Br 16,14°/, 
C.,H,;0;9Br3 (1067) - » 56,21 »» 6,33 9 22,47 

Gef. ,, 56,14, 56,63 ,, 6,20, 6,44 » 21,53, 21,95 

Molekulargewicht: 

0,1013g Substanz in 12g Benzol gaben 0,092° Gefrierpunktserniedrigung. 

0,1447 2 om = »  0,131° i 
CygliesO 9B Ber. Mol.-Gew. 1067. Gef.  Mol.-Gew. 473, 473. 


Denselben Stoff erhielten wir auch, allerdings in weniger 
guter Ausbeute neben mehr Harz, als wir den Versuch mit der 
doppelten Menge Brom wiederholten.’) 

Im Zusammenhang mit den oben beschriebenen Beobach- 
tungen haben wir auch versucht, 2 Mole Brom-dehydrochol- 
siure unter Wasseraustritt miteinander zu vereinigen, 
wie es Borsche und Feske bei der Dehydrocholséure gelungen 
ist.2) 1,2 ¢ in 35 cem Eisessig wurden nach dem Sattigen mit 


1) Ich habe den Stoff zuerst 1917 beim Bromieren von Dehydro- 
cholsturemethylester-enol-methylather [Ber. chem. Ges. 52, 1361 
(1919)]} in Chloroform erhalten und ihn dann in etwas gr6éBerer Menge 
auf dem oben angegebenen Wege dargestellt. Den Schmelzpunkt fand ich 
etwas hoher (18]1—182° unter Zersetzung). Bei der Analyse nach dem Denn- 
stedtverfahren gab er folgende Werte: 


0,2062 g Substanz gaben 0,4260 g CO,, 0,1214 g H,O, 0,0442 g Br. 


0,2064 g i » 0,4294 g CO,, 0,1258 g H,0, 0,0450 g Br. 
CsoH,;0,.Br, Ber. > 56,21/, H 6,33°/, Br 22,47°/, 
Gef. », 56,35, 56,74 ,, 6,59, 6,82 ,, 21,44, 21,80 


Borsche. 
*) Diese Z. 178, 148 (1928). 
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Chlorwasserstoff 4 Wochen bei gewohnlicher Temperatur stehen 
gelassen, dann wie a. a. O. aufgearbeitet. Es wurde aber nur un- 
verindertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. 


Abbau von Brom-dehydrocholséiure zu Biliansaéure. 


Wir losten 5 g Brom-dehydrocholsiure unter gelindem Er- 
warmen in 50 cem 0,5 n-Natronlauge und riihrten die braune 
Losung nach dem Erkalten in 130 ccm 4°/,ige Permanganatlésung. 
Die Oxydation begann sofort unter leichter Erwarmung. Nac: 
2 Tagen wurde sie durch kurzes Erhitzen auf dem Wasserbad 
beendet und das Gemisch mit 50 cem Bisulfitlauge, dann mit 
50 cem 2n-Schwefelsiure versetzt. Hs entstand eine weibe, 
flockige Fillung, die nach 12 Stunden krystallin geworden war. 
Sie wog etwa 2g, schmolz um 220° und erwies sich bei einer 
quantitativen Prifung als halogenfrei. Beim Erwirmen . mit 
Semicarbazidchlorhydrat und Natriumacetat lieferte sie glatt 
Biliansiure-disemicarbazon.!) Ks wurde in der Hiilse einige 
Stunden mit Methanol extrahiert und dann durch heibe Salz- 
siure wieder zerlegt (auf 1g 4ccem Eisessig, 8cem n-Salzsiéure). 
Aus der klaren Loésung krystallisierte beim Aufbewahren reine 
Biliansiéiure in farblosen, bei 275° schmelzenden Nidelchen. 


Tetrabrom-dehydrocholsiiure, C,,H,,O0,Bry. 

4 ¢ Dehydrocholséure in 44 cem Kisessig wurden bei Zimmer- 
temperatur mit 6,4g Brom versetzt und gegen Feuchtigkeit 
geschiitzt (Kork mit Chlorealctumrohr) verwahrt. Am _ niachsten 
Morgen war der Inhalt des Koélbchens entfarbt und zu einem 
Krystallmagma erstarrt. Nach dem Umkrystallisieren aus Eis- 
essig bildete das Reaktionsprodukt ein weiBes Pulver vom bleiben- 
den Schmelzp. 168—170° (unter Zersetzung); Ausbeute etwa 1 g. 
Zur Analyse wurde es im Vakuum bei 118° iiber Atzkali getrocknet. 


2,705 mg Substanz gaben 4,020 mg CO,, 0,895 mg H,O. 


2,675 mg . » 4,005 mg CO,, 1,005 mg H,O. 
3,300 mg - » 1,480 mg Br. 
C,,H,,0; Br, Ber. CC 40,12°/, H 4,21°/, Br 44,53°/, 


Gef. », 40,54, 40,84 5, 3,40, 4,20 9» 44,85 
Leider verlief die Darstellung der Tetrabrom-dehydrocholséure 
nicht immer so glatt wie beschrieben. Obwohl wir sie stets unter 


1) Borsche und HallwaB, Ber. chem. Ges. 55, 3328 (1922). 
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genau den gleichen Bedingungen wiederholten, blieb bei den 
weiteren Ansétzen die Entfairbung meistens aus. Das Reaktions- 
gemisch anderte vielmehr seine Farbe beim Verschwinden des 
Broms in Dunkelrot und hatte auch nach mehrtigigem Stehen 
nur eine sehr geringe Menge des krystallisierten Stoffes aus- 
geschieden. Das Filtrat davon hinterlieS beim Kindunsten im 
Vakuumexsiceator ausschlieBlich ein dunkelrotes Harz. Wir 
hoffen aber, die Reaktion in absehbarer Zeit fest in die Hand zu 
bekommen und werden den Stoff C,,H, .O0;Br, dann eingehender 
untersuchen k6énnen. 


II. Versuche mit Desoxy-dehydrocholsaure. 
Dehydro-desoxycholséure und Brom. 


Zu einer Lésung von 6g Dehydro-desoxycholsiure in 120 cen 
Lisessig wurden bei Zimmertemperatur 2,4 g Brom  getropft, 
dessen Farbe ziemlich schnell verschwand. Als nach 8 Stunden 
in Eiswasser eingeriihrt wurde, bildete sich eine weibe, flockige 
Fallung. Nach dem Absaugen und Trocknen wurde sie fraktio- 
niert mit Ather aus der Hiilse extrahiert. Der erste Auszug war 
gelb gefarbt und hinterlieB beim Eintrocknen nur Harz. Nachher 
lief die Lésung farblos ab. Beim Verdunsten setzte sich eine weibe 
Krystallkruste daraus ab, die sich beim Umkrystallisieren aus 
Methanol in farblose, bleibend bei 125—126° schmelzende Blatt- 
chen verwandelte. Die bei ihrer Analyse erhaltenen Werte stimmen 
am besten auf die nicht ohne weiteres deutbare Formel C;,H,,O,Br, : 


2,680mg Substanz (exsiccatortrocken) gaben 5,795mg CO,, 1,580mg H,0O. 


0,1876¢g a “a verbrauchten 5,53 ccm 0,1 n-NO,Ayg 
2,595mg - (im Vakuum bei 78° getrocknet) gaben 5,625 mg CO,, 
1,580 mg H,O. 
C59H,g0-Br, Ber. C 58,75%/, H 6,81°/, Br 23,48°/, 
Gef. », 08,99, 59,13 » 7:01, 6,81 59 20,08 


Molekulargewicht: 

0,1040g Substanz in 8.51 g Benzol gaben 0,061° Gefrierpunktserniedrigung 
0,1124¢ si » SCE ns » 90,0599 - 
C5o9H,,0;Br, Ber. Mol.-Gew. 1021. Gef. Mol.-Gew. 1030, 1042. 


Mit Hydroxylaminchlorhydrat + Natriumacetat lieferte der 
Stoff kein krystallines Derivat, beim Verestern mit Diazomethan 
ein allmahlich erstarrendes Ol, dessen Reinigung uns noch nicht 
gelungen ist. 
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Bromierung von Dehydro-desoxycholséure-methylester. 
Mit 1 Mol Brom: 1g des Esters in 5 cem Chloroform wurde 
mit 0,4 g brom in 5 cem Chloroform versetzt. Nach 1/, Stunde 
war das Brom verbraucht. Die rote Losung hinterlieB beim Ab- 
treiben des Chloroforms ein braunes Harz, das bei kurzem Er- 
wiirmen mit 5 ccm Methanol zum Teil in farblose Krystalle iiber- 
ging. Nach dem  Umkrystallisieren aus Aceton + Methano! 
schmolzen sie bei 186°. Unter dem Mikroskop erwiesen sie sich 
vollkommen einheitlich. Ihre Zusammensetzung entsprach (nae!) 
dem Trocknen im Vakuum bei 115°) der Formel C,;H3,0,Br, 
eines Dibrom-dehydro-desoxycholsiure-methylesters: 


2,745 mg Substanz gaben 5,325 mg CO,, 1,550 mg H,O. | 


4,085 mg ‘i om 1,150 me Br. 
C,,;H,,0,Br, Ber. C 53,57°/, H 6,48°/, Br 28,54°/, ! 
Gef. ,, 52,92 . 6,32 . 28,16 | 


Mit 4 Mol Brom: Der Versuch wurde mit 1 ¢@ des Esters und 
1,6 ¢ Brom wie vorher durchgefiihrt. Er fiihrte zu einem festen, 
hellbraunen Harz, das wir nach dem Pulverisieren 2 Tage mit 
Ather aus der Hiilse extrahierten. Die Hauptmenge setzte sich 
dabei wieder als Harz ab, daneben erhielten wir ein krystallines 
Produkt, das aus heiBem Methanol iiberwiegend in oktaeder- 
iihnlichen Formen herauskam. Daneben erschienen in kleiner 
Menge farblose Nadeln, die aber infolge ihrer gréBeren Loslichkeit 
in Methanol leicht abzutrennen waren. Die ,,Oktaeder® sehmolzen 
nach mehrfachem Umkrystallisieren bleibend bei 168—169°. Nach 
dem Trocknen im Vakuum bei 118° gaben sie die von der Forme! 
C,;H,,0,Br, verlangten Werte: 


2,720 mg Substanz gaben 4,645 mg CO,, 1,270 mg H,0. 


amyl 


4,000 mg = - 1,505 mg Br. 
C,.,H,,0, Br, Ber. C 46,94°9/, H 5,52°/, = Br 37,52°/, 
Gef. ,, 46,58 » 521 » 31,62 


Das Ausgangsmaterial fiir unsere Versuche verdanken wir 
wieder der Freigebigkeit der I. D. Riedel-E. de Haén A. G. in 


Berlin- Britz. 
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Zur Kenntnis der Apocholsaure. 
Vou 


Heinrich Wieland und Venancio Deulofeu. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1931.) 


Die endgiltige Entscheidung tiber die WKonstitution der 
Gallensiuren und Sterine haingt von der richtigen Einfiigung der 
noch nicht erschlossenen 2 Kohlenstoffatome in den bisher auf- 
seklarten Bau der Molekel ab. Es steht so gut wie auber Zweifel, 
daB sie an Ring III haften; andere Moglichkeiten schlieBt das 
vorhandene experimentelle Material aus. 

Diese SchluBfolgerung hat den AnlaB gegeben, daB im hiesigen 
Laboratorium von verschiedenen Seiten her die genaue Erschliebung 
dieses Ringes in Angriff genommen worden ist. Dabei ist die Auf- 
cabe zu lésen, Siuren der Gruppe herzustellen, die nur in Ring [1] 
substituiert sind und deren Abbau eine durchsichtige Offnung 
dieses Ringes in Aussicht stellt. Der nachstlegende Gedanke, 
eine 12- oder 13-Oxy- bzw. Ketocholansiiure herzustellen, hat 
noch nicht zu einem Erfolg gefiihrt. Wir wollen hier iiber Ver- 
suche berichten, die von zwei ungesittigten Dioxycholansiéiuren 
U,,H,,0,, der Apocholséure und der 3,7-Dioxy-cholenséiure 
aus unternommen worden sind. Diese beiden Séuren sind vor 
10 Jahren von F. B6decker!) nebeneinander beim Behandeln 
von Cholsiure mit wasserabspaltenden Mitteln erhalten worden. 
Fir die zweite dieser beiden Siuren steht fest, daB sie das Grund- 
cerust der Gallenséuren noch enthalt: Sie laBt sich katalytisech zu 
Desoxycholsiure hydrieren und es liegt nahe, daraus zu schlieBen, 
da die nach der bisherigen Vorstellung an C,, haftende OH- 


1) Ber. chem. Ges. 53, 1852 (1920); 54, 2489 (1921); 55, 2302 (1922), 
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Gruppe unter Bildung einer Doppelbindung als Wasser abgespalten 
worden sei. Die Apocholséiure dagegen kann nicht zu Desoxychol- 
siure hydriert werden. Da sie bis jetzt nicht in ein bekanntes 
Glhed der Gruppe wtbergefiihrt werden konnte, ist nicht aus- 
zuschlieBen, dab bei ihrer Bildung eine tiefergehende Veraénderung 
stattgefunden hat. Die beiden Séuren sind untereinander ver- 
knupft durch die bemerkenswerte Verdinderung, die sie bei der 
Bromierung erfahren. Dabei fand Bodecker kein fabbares 
Additionsprodukt, sondern das in jedem Fall wohl primar ent- 
stehende Dibromid geht infolge spontaner Abspaltung von 2Hbr 
in die gleiche Dioxy-choladiensiure C,,H3,0, vom Schmelz- 
punkt 247° iiber. In dieser doppelt ungesdttigten Saéure laBt sich 
eine Doppelbindung hydrieren. Das Hydrierungsprodukt ist der 
Apocholsiiure auBerordentlich ahnlich, zeigt aber emen Unter- 
schied in der spezifischen Drehung (|«|,,—+-52° gegen + 45,3°), 
der beachtet werden mu8. Vor allem muf man beriicksichtigen, 
daB die Choladienséiure, die man durch Einwirkung von Bror 
auf diese f-Apocholséure erhalt, gegeniiber der zuerst gewonnenen 
doppelt ungesittigten Saéure bei groBer Ubereinstimmung in den 
Kigenschaften einen noch gréBeren Unterschied im Drehungs- 
vermégen aufweist. (g¢-Séiure [«|p =-+20°, fiir 6-Séure — 1°). Bei 
der Apocholsiiure erhéht sich die Drehung bei der f-Saure um 7°. 
bei der doppelt ungesittigten Siiure vermindert sie sich um 21". 

DaB es sich bei diesen einander so nahe stehenden Séure- 
paaren um einheitliche Verbindungen handelt, erscheint uns 
sicher, da wir bei Wiederholung der BOdeckerschen Angaben an 
den g- sowie den /-Siéuren genau dieselben Drehwertsunterschiede 
bestimmten. Auch im ibrigen wurde das experimentelle Materia! 
des genannten Autors bis ins kleinste bestatigt. 

Sucht man das Verhalten der beiden Saéuren und ihre be- 
ziehungen zueinander, die tber die Dioxycholadiensdéure gehen, 
aus dem bisher angewandten Formelbild fiir Cholséure (1), in dem 
Ring III 6 Ghieder besitzt, abzuleiten, so st68t man auf Schwierig- 
keiten. 

Zwischen C,. und C,; kann die Doppelbindung der Apochiol- 
siure nicht liegen, da sie sich nicht katalytisch hydrieren abt. 
Diese Lage mu die Doppelbindung in Ring III bei der Cholatrien- 
siure, dem Produkt der thermischen Anhydratisierung von Chol- 
siure haben, da hier alle 3 Doppelbindungen glatt hydrierbar 
sind. Es ist auch nicht wahrscheinlich, daB die Doppelbindung 
der anderen Siure, der Dioxycholensiure, sich an jener Stelle be 
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findet. Es gelingt némlich nicht, Dioxycholenséure durch Destilla- 
tion im Vakuum in die alte, hydrierbare Cholatrienséure wber- 





zufuhren. 
CHOH CH, CH, CH, 
le eg a 
H,G13 | 1G HG C— 
WI | | i 
HCG °CH— © CH, C— 
I ae al II ai Null 
BL — a | HO tc 
| & | 8 | | | 
HOHC? 5>CH 7CHOH HOHC CH— 
HH, 0H, i, 
CH, CH, CH CH, 
PP ii al te sae 
HC C— HC C— 
| | | 
C CH, CH— C CH, C— 
I tie IV ae ol 
H,® HCH i, 2, 
| | | | 
HOHC C— HOHC CH— 
wai 
CH, OH, 


Es ist wohl wahrscheinlich, daBb unter den Bedingungen, 
unter denen Bédecker die Wasserabspaltung aus Cholséure vor- 
genommen hat (Schwefelséure, Zinkchlorid), die entstandene 
Doppelbindung verschoben wurde. Will man nicht die wenig 
wahrscheinliche Annahme machen, da in einer der beiden Saéuren 
die Doppelbindung in Ring I hineingewandert sei (zwischen C, 
und (C,), so mu man die Zahl der C-Atome in Ring III auf sieben 
vermehren, wie dies bereits aus anderen Griinden vorgeschlagen 
wurde. Damit wirden sich fiir die beiden Dioxycholenséuren und 
fir die Dioxycholadiensaiure die Formeln II, III und IV aufstellen 
lassen, die mit ihren Reaktionen und gegenseitigen Beziehungen 
einigermaBen in Kinklang gebracht werden kénnen. 

Unterwirft man Apocholséure der thermischen Zersetzung, so 
spaltet sie 2 Molekeln Wasser ab und man erhialt in etwa 40°/,iger 
Ausbeute eine Cholatriensiure, die sich von der bei der Destillation 
der Cholsiéure erhaltenen von Grund aus unterscheidet. Bei der 
katalytischen Hydrierung werden nur 2 Doppelbindungen ab- 
gesattigt; die dritte ist ebensowenig zur Reaktion zu bringen, wie 
diejenige der Apocholsiure, deren Passivitit gegeniiber der Hydrie- 
rung sich aus Formel IT gut ablesen lift. Es kann kaum zweifel- 
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haft sein, daB die von uns auf die beschriebene Weise gewonnene 
Cholensiure die Doppelbindung an derselben Stelle tragt, wie 
Apocholsiure. Wie diese reagiert sie sehr schnell mit Brom und 
wie dort bleibt die Reaktion nicht bei einfacher Anlagerung stehen, 
sondern verliuft unter Abspaltung von HBr in vorlaufig noch 
nicht durchsichtiger Weise. 

Die Oxydation der Apocholsiure hat uns groBe Schwierig- 
keiten gemacht. Es ist micht gelungen, die Doppelbindung zu 
sprengen. Mit Benzopersiiure wurde dieselbe Dioxy-choladien- 
siure erhalten, die auch durch Eimwirkung von Brom auf Apo- 
cholsiiure entsteht. Wie Inerbei 2 Mole HBr abgespalten werden, 
so aus dem primir gebildeten Oxyd 1 Mol Wasser. Eine ganz 
analoge Dehydrierungserscheinung, die mit der hier gefundenen 
vielleicht im Zusammenhang steht, ist von Windaus!) in der 
Kk rgosterinreihe beobachtet worden. 

Wenn wir der Meinung sind, dafii bei der [intstehung der 
Apocholsiiure keine grundsatzliche Strukturanderung eingetreten 
sel, so veranlaBt uns dazu auch der Umstand, dai bei der Hydrie- 
rung unserer neu dargestellten Cholatriensiure stets in geringer 
Menge Cholansiure gebildet wird. Wir kénnen nicht sagen, ob 
die 3fach ungesittigte Siure von einer total hydrierbaren_iso- 
meren begleitet ist, oder ob der Hydrierungsvorgang in seinem 
Verlauf diese kleine Menge Cholansiure entstehen abt. Die 
Cholensiure selbst wird keinesfalls weiter hydriert. Wie dem auch 
sel, das Auftreten von Cholansiiure aus Apocholsiiure beweist, dal 
die beiden Siéuren dasselbe molekulare Geriist haben. 


j-Cholatriensaure 0,,H,,0.. 


Die Apocholsiure wurde uns durch Vermittlung von Herrn 
Direktor B6decker, dem wir auch hier wirmstens danken, von 
der J. D. Riedel-de Haen Akt.-Ges. zur Verfiigung gestellt. Die 
spezifische Drehung des uns iiberlassenen Materials (Hisessig- 
verbindung) betrug nach Imaliger Krystallisation aus Alkoho! 
+ 45,29, auch nach 4maliger Wiederholung dieser Reinigung 
stieg der Wert nur bis auf + 45,7° (nach Bodecker + 49,5"). 

Zur Darstellung der Cholatriensiiure werden jeweils 20 g Eis- 
essig—Apocholsiiure im Schwertkolben unter Heizung im Salpeter- 
bad und unter Unterdruck (12 mm) geschmolzen. Nachdem 


1) Liebigs Ann. 481, 119 (1930). 
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die vorher gebundene Essigsiure abdestilliert ist, steigert man die 
Temperatur auf 280°, bei der die Abspaltung von Wasser beginnt. 
Man geht mit der Temperatur langsam hoher und beobachtet bei 
315—320° leichtes Schéumen, nach dessen Aufhéren man_ bis 
840° geht. Jetzt beginnt die 8fach ungesittigte Saéure als hellgelbes 
Harz iiberzugehen. Man darf die Temperatur nicht iber 350° 
steigern; sobald das Destillat anfiingt sich dunkler zu_firben, 
mu man die Operation beendigen. 

Nach dem Erkalten lést man den dunklen Riiekstand im 
Kolben mit Chloroform heraus und bringt dann das glasige Destillat 
durch Auskochen mit Gasolin am RiickfluBkihler in Lo6sung. 
Nach 12stiindigem Stehen in einem kiihlen Raum ist die bald 
einsetzende Krystallisation vollstindig geworden. Man saugt ab, 
wiischt mit wenig Gasolin und erhilt so 6,2 ¢ der rohen Séure. 
Sie wird aus Alkohol umkrystallisiert, bis der Schmelzp. 131—133° 
erreicht ist. Farblose breite Nadeln, leicht léslich in Chloroform 
und Ather, etwas schwerer in Hisessig und Alkohol. Die reine 
Siiure ist in Petrolather schwer l6slich. 


3,464 mg Substanz gaben 10,29 mg CO,, 2,56 mg H,O. 
C,,H,,0, (354) Ber. C 81,29°/, H 9,67°/, 
Gef. ,, 81,02 » Be 
Titration. 10,795 mg Substanz verbrauchten 0,6 cem 0,0514 n-NaOH., 


Aquivalent Ber. 354 Gef. 350. 


Mit [ssigsiureanhydrid—Schwefelsiure erhilt man eine rote 
Farbreaktion, die nach einiger Zeit in gelbgriin iibergeht. Die 
Alkalisalze der Saéure sind in Wasser sehr schwer ldslich. 


}-Cholensaure C,,H,. 0.. 


6 g 6-Cholatrienséure, in 120cem Eisessig gelost, werden nach 
Zugabe von 0,3 g¢ Platinoxyd!) unter Wasserstoff geschiittelt. 
Nach 4 Stunden sind 775 anstatt 756 cem Wasserstoff auf- 
cenommen; die Reaktion bleibt stehen, die schwerer ldsliche 
Cholensiure ist bereits auskrystallisiert und mu, zur Abtrennung 
vom Platin, vor dem Filtrieren durch Krwiirmen in Losung gebracht 
werden. Aus dem erkalteten Filtrat krystallisieren 2,7 g, nach 
dem Einengen der Mutterlauge im Vakuum weitere 2,2 ¢ Cholen- 


1) Mit Palladiumschwarz wurde dasselbe Ergebnis erhalten. 
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siiure aus; aus dem Rest der Loésung kann durch Ausfallen mit 
Wasser noch eine kleine Menge gewonnen werden. Die beiden 
Krystallisationen sind schon reine Cholensiiure. Der Schmelz- 
punkt von 142—143° wird auch durch erneute Krystallisation 
aus Kisessig nicht erhéht. Beim raschen Abkiihlen der Lésung 
erscheint die Séure in farblosen Nadeln, sonst in langen recht- 
eckigen Tafeln oder Blattern. 


3,333 mg Substanz gaben 9,84 mg CO,, 321 mg H,O. 


4,054 mg = » 11,92 mg CO,, 3,82 mg H,O. 
C,,H,.0, (358) Ber. C 80,44°/, H 10,61°/, 


Gef.  ,, 80,52, 80,20 » 10,78, 10,54 
Titration. 10,537 mg Substanz verbrauchten 0,56 ccm 0,0514 n-NaOH. 
Aquivalent Ber. 358 Gef. 363. 


p-Cholensiure gibt mit Essigsiureanhydrid—Schwefelséure 
eine intensiv rote Farbreaktion (die der Apocholsaure ist nur gelb 
bis orange), die sehr langsam abblaBt. 

Gegen Permanganat ist die Séure stark ungesiéttigt, mit Ozon 
bildet sich rasch ein Ozonid, nach dessen Zersetzung mit Wasser 
Hydroperoxyd auftritt. Mit Bromwasserstoff—Kisessig reagiert 
die Saéure in der Kalte langsam; nach einiger Zeit tritt halochrome 
Kirschrotfarbung auf. 


Cholansaure aus Apocholsaure. 


Auch durch sehr haufiges Umkrystallisieren la8t sich die 
analysenreine Cholensiure von einem Gehalt von etwa 5°/, an 
Cholansiéiure nicht befreien. Man findet diese Beimengung bei 
allen Reaktionen, die die Cholenséure verindern, so z. B. bei der 
Oxydation mit Chromsiure. Als man 1g /-Cholensiure vom 
Schmelzp. 142—143° in 40 cem Eisessig solange in der Kalte mit 
CrO, oxydierte, bis die Chromsiure nicht mehr einwirkte, dann 
vorsichtig mit Wasser verdiinnte, krystallisierten schéne farblose 
Nadeln aus, die nach dem Umkrystallisieren aus Hisessig bei 
158—159° schmolzen. Eine Mischprobe mit einem Praparat von 
Cholansiiure (Schmelzp. 160°) hatte den gleichen Schmelzpunkt. 
Keine Farbreaktion mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsaure. 

Der Athylester, den man in der iiblichen Weise darstellte, 
schmolz schon nach Imaliger Krystallisation aus absolutem 
Alkohol bei 92°. Der Mischschmelzpunkt mit einem ganz reinen 
Kontrollpraparat vom Sechmelzp. 95° lag bei 98—94?°. 
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Dioxy-choladiensaure aus Apocholsdure durch Oxydation 
mit Benzopersaure. 


5 ¢ Apocholsiure 14Bt man mit 50 cem einer 0,5 n-Lésung 
von Benzopersaure in Chloroform 24 Stunden bei Raumtemperatur 
stehen. Nach einigen Stunden hat sich die Siure vollkommen 
gelést. Das Chloroform wird abdestilliert, der Riickstand mit 
Ligroin, dann mit Ather gut gewaschen und in wenig Hssigester 
aufgenommen. Aus der Losung scheiden sich sehr langsam Krystalle 
ab. Ausbeute 1,7 g. Der Schmelzpunkt ist auch nach 3 maligem 
Umkrystallisieren aus Essigester noch sehr unscharf. Erst durch 
wiederholte Krystallisation aus Essigsiiure und zuletzt aus Alkohol— 
Ammoniak!) wird der endgiiltige Schmelzp. 244—245° erreicht. 
Leichtes Sintern ab 239°. 

Die Substanz zeigt im éuberen Habitus und in den Léslich- 
keitsverhaltnissen vollkommene Ubereinstimmung mit der Dioxy- 
choladienséure von Bédecker, mit der sie keine Depression gibt. 
Die Farbreaktion mit Kssigsiureanhydrid—Schwefelsiure ist fiir 
beide Saéuren gleich: Rotorange, das schnell in Orange iibergeht. 

4,821, 4,539 mg Substanz gaben 12,390, 12,55 mg CO, 4,04, 3,82 mg H,O. 

C,,H,,0, (388) Ber. C 74,20°/, H 9,32°/, 
Gef. ,, 73,86, 73,92 » 9,39, 9,36 

Die erste Analyse wurde von einer Substanz gemacht, die schon 30° 
tiefer sinterte. Der unscharfe Schmelzpunkt scheint also durch Beimengung 
ciner isomeren Saéure veranlaBt zu sein. 

Bei der katalytischen Hydrierung mit PtO, in Kisessig nimmt 
die neu dargestellte Saéure, genau wie die Dioxy-choladienséiure 
von Bodecker, 1 Mol Wasserstoff auf. Das Reduktionsprodukt 
schmilzt wie bei dieser bei 172—173° und gibt keine Depression 
mit Apocholsaure. 


Uber /-Apocholsaure. 


Darstellung aus Dioxy-choladiensiure nach den Angaben von 
Bodecker und Volk. Die Hydrierung wurde in der 10fachen 
Menge Hisessig mit Platinoxyd (0,2 g auf 8 g Siure) bei 50—60° 
ausgefiihrt. Dauer 8 Stunden. Aus der im Vakuum eingeengten 
Kisessiglésung krystallisierte die hydrierte Siure in reichlicher 
Menge aus. Sie wurde 1mal aus Hisessig und hernach aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 170—171°, keine 


1) Ber. chem. Ges. 55, 2302 (1922). 
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Depression mit der urspriinglichen Saure. Spezifische Drehung 
+ 52,59 (Bodecker und Volk: + 55,9°). 


3,737 mg Substanz gaben 10,07 mg CO,, 3,25 mg H,0O. 


C,,4H,0, (390) Ber. C 73,84°/,  H 9,73°/, 
Gef. ,, 73,49 9,73 


Bei der Vakuumdestillation dieser Séure erhielt man eine 
Cholatriensiiure, die nach Imaliger Krystallisation aus Alkoho) 
bei 127° schmolz. Sie wurde in der beschriebenen Weise hydriert. 
Die hydrierte Saéure schmolz nach der Reinigung bei 140—141°, 
gemischt mit /-Cholensiure bei 140—142°. Auch in den Reak- 
tionen ergab sich vollige Ubereinstimmung. 
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Uber die Wirkung der proteolytischen Fermente 
auf die Polypeptide. 
Von 
Senji Utzino. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1°31.) 


Die erfolgreichsten Fortschritte auf dem Gebiet der Enzym- 
forschung, besonders die Untersuchungen iiber die Spezifitat der 
proteolytischen Enzyme, sind der Willstatterschen Schule zu 
verdanken. Nachdem die Hefepeptidase!) zuerst von W. Grass- 
mann und seinen Mitarbeitern als ein Gemisch von 2 Enzymen, 
einer Polypeptidase und Dipeptidase, erkannt worden war, ist die 
Auffassung von der Verschiedenheit beider Knzyme, auch wenn 
sie tierischer Herkunft sind [Verdauungstractus?) , verschiedene 
Organe*), weiBe Blutzellen*)|, weiter entwickelt worden. Auch 
ist tuber die Peptidase im Blutserum von W. Grassmann’) eine 
Anschauung vertreten, da wie im Falle der Hefepeptidase und 
des Darmerepsins die wirksamen Komponenten im Blutserum 
ebenfalls auf ein dipeptidspaltendes und ein polypeptidspaltendes 
Ferment zurickzufiihren sind. 

Neben diesen erfolgreichen Untersuchungen iiber die Spe- 
zifitat der Peptidasen kommt vor allem die Frage in Betracht, 
ob Dipeptidase selbst als einheitlich zu betrachten ist. Neuerdings 
ist ber die Spezifitaét des Darmerepsins von K. Linderstrem- 
Lang®) mitgeteilt worden, daB das hydrolytische Spaltungs- 


1) W. Grassmann u. W. Hoog, Diese Z. 167, 187 u. 202 (1127). 

2) E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Ballsu. J. Waldschmidt-Graser, 
ser. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

3) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek u. E. Blum, 
Diese Z. 188, 17 (1930). 

4) R. Willstatter, E. Bamann u. J. Rohdewald, Diese Z. 185, 267 
(1929). 

°) W. Grassmann u. W. Heyde, Diese Z. 188, 69 (1930). 

°) K. Linderstram-Lang, Diese Z. 182, 151 (1929). 
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vermégen des Darmerepsins gegeniiber Glycylglycin und Leucyl- 
glycin sich aus zwei enzymatischen Wirkungen zusammensetzt. 
Die eine hat ihr pa-Optimum bei 7,5 und hydrolysiert Glycyl- 
glyvein und Leueylglycin mit etwa derselben Geschwindigkeit, 
die andere spaltet maximal bei px 8,1, und zwar Leucylglycin 
etwa 20mal schneller als Glycylglycin und es ist ihm auch gelungen, 
durch das Adsorptionsverfahren mit Al(OH), das Verhaltnis der 
Spaltungsgeschwindigkeit von diesen beiden Dipeptidasen erheb- 
lich zu verschieben. Die Untersuchungen!) betreffs der Dipepti- 
dasen wurden noch durch die Versuche mit Alanylglycin und mit 
Malzpeptidase erweitert. 

Nach einer kiirzlich erschienenen Untersuchung von EK. Wald- 
schmidt-Leitz und G.v. Schuckmann?) iiber die Spezifitat 
dreier tierischer Dipeptidasen aus Darmschleimhaut, Pankreas 
und Milz gegeniiber Glycylglycin beim px-Optimum 7,8 hat man 
zu schlieBen, daB die spezifischen aktiven Gruppen der Enzyme 
einander ahnlich, wenn nicht identisch sein werden. 

Aber sie scheinen doch auf eine Abweichung im Affinitats- 
versuche der Pankreasenzvme und der beiden anderen Peptidasen 
hingewiesen zu haben. 

Trotz der Sehwankungen des Verhiltnisses der Spaltungs- 
geschwindigkeiten bei den von W. Grassmann und L. Klenk?) 
mit Leucylglycin und Glycylglycin ausgefiihrten Versuchen, 
scheint noch kein ausreichender Grund vorzuliegen, um ohne 
weiteres auf die Existenz zweier Enzyme in der Niere und Hefe 
zu schlieBen; der Unterschied ]a8t sich einfach dadurch erklaren, 
daB die Hefedipeptidase sich durch ihre geringere Substrat- 
affinitét von der tierischen Dipeptidase nur quantitativ unter- 
scheidet. 

Von dem Gesichtspunkt ausgehend, dab eine Untersuchung 
iuber die spezifische Einstellung des Enzyms gegeniiber den Poly- 
peptiden mit bestimmter Konfiguration neue Tatsachen uber dic 
Spezifitit der Peptidasen an den Tag bringen kénnte, wurde im 
hiesigen Institut das Verhalten von Polypeptiden, die aus nocli 
nicht in der Natur aufgefundenen Aminosiuren aufgebaut sind, 
gegen proteolytische Enzyme studiert. In der vorigen Mitteilung 
ist berichtet worden, daB® Glycyl-f-phenylalanin weder durch 


1) K. Linderstram-Lang u. Sato, Diese Z. 184, 83 (1929). 

2) E. Waldschmidt-Leitz u. G.v. Schuckmann, Diese Z. 184, 50 
(1929). 

3) W. Grassmann u. L. Klenk, Diese Z. 186, 26 (1930). 
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Darm- noch durch Pankreasenzym, sondern nur durch Nieren- 
ferment, wenn auch im geringeren Grad, angegriffen wird, wihrend 
Glycylphenylalanin und Diglyeyl-f-phenylalanin immer durch 
alle diese 8 Enzymlésungen hydrolysiert werden. In vorliegender 
Untersuchung ist das Verhalten von Glycylsulfanilsiiure, Glyeyl-/- 
phenylalanin und Glycylaminobenzoesiuren mit Beriicksichtigung 
der NH,-Stellung als Dipeptid und Diglyeylanthranilsiure und 
Diglyeylsulfanilsiure als Tripeptid gegeniiber Hnzymlésungen 
verschiedener Herkunft studiert worden. Zur Kontrolle sind die 
Versuche mit Glycylglycin oder mit) Glyeylphenylalanin § aus- 
sefiihrt. Die Resultate sind kurz und anschaulich in umstehen- 
der Tabelle angegeben. 

Alle bei diesen Versuchen gebrauchten Peptide werden durch 
Nierenenzym gut gespalten; Darm- und Pankreasenzym sind 
nicht imstande, Glycyl-f-phenylalanin zu hydrolysieren und Gly- 
cyl-o-aminobenzoesiiure wird nur in geringstem Mabe durch Darm- 
enzym, aber nicht durch Pankreasferment angegriffen. Leber- 
und Milzenzymlésung vermégen, wenn auch in sehr geringfiigigem 
MaBe Glyeyl-/-phenylalanin anzugreifen, aber nicht Glyeyl- 
anthranilsiure. Die Knzymausziige aus der Schweineleber und 
Schweinemilz konnten auch Glycylsulfanilsiure deutlich hydroly- 
sieren, aber nicht die aus der Ruindsleber und Hundeleber. 
Schweinemagenschleimhaut- und Rinderhodenenzym kénnen nur 
Glycyl-m-aminobenzoesiure und Glycyl-p-aminobenzoesiiure an- 
creifen. 

Also ist die Glyeylanthranilsiiure gegeniiber den  unter- 
suchten Enzymlésungen verschiedener Herkunft sehr widerstands- 
fahig und wird nur deutlich durch Nierenenzym und sehr weniy 
durch Darmenzym angegriffen, wahrend Glyeyl-m- und Glycyl-p- 
aminobenzoesiiure durch alle hier gebrauchten Enzvmlésungen 
sehr deutlich gespalten werden. 

Alle Tripeptide werden allerdings durch alle angewandten 
lnzymldésungen gut hydrolysiert. 

Aus dem negativen Ausfall der Versuche mit Glyeylsulfanil- 
sdure darf man doch nicht ohne weiteres auf die Spezifitéit der 
ermente schlieBen, da die Versuche mit dieser Siure wegen ihrer 
Schwerléslichkeit immer wieder bei ziemlich stark alkalischer 
Reaktion ausgefiihrt werden miissen und diese Methode der 
Spezifititermittlung der Enzyme nicht ganz einwandfrei ist. Aber 
es scheint sehr interessant zu sein, daB Glyeyl-p-aminobenzoe- 
saure trotz ziemlich stark alkalischer Reaktion gut durch alle 
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Spezifitat der Peptidasen 
in Darmschleimhaut, Pankreas, Niere, Leber, Milz, Magenschleimhaut und Hoden. 





[Angaben bedeuten: + = positiv, — = negativ, +- = schwach positiv'), 0 = nicht gepriift.] 
Darm- " 
. Pankreas} Niere Leber Milz Magen | Hoden 
schleimhaut 


Substrat 
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Glycyl-8-phenylalanin?) . . . . | ; a 


Glycyl-o-aminobenzoesiure . . 























oc Glycyl-m-aminobenzoesiure . . | 1. {_ " ! ec 

‘= Glyeyl-p-aminobenzoesiure. . . : : 3 1 < 4 i 4 4: a 

Ss Glycylsulfanilsiure ... .. . 7 | sb ; - 

cm  Gilyoylelyoin .... 6+ +s + +4 es sb ae i Es ea L 4 

y  Glyeylphenylalanin ...... 0 0 0 0 0 0 0 ra 4 4 
Diglycylanthranilsiure ... . 4- 0 a. a a 0) 0 0) 0 4 
Diglycylsulfanilsaure. . . . . . 0 () ‘i ae 1 0 0 0 0 -, 
Diglyeyl-f-phenylalanin?) .. . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

1) In diesen Fallen wurde nach der langdauernden Verdauung nur ein geringfiigiger Aciditatszuwachs beobachtet, 

welcher ungefaihr einer 10°/,igen Spaltung des Dipeptides entspricht. Um die Spaltung dieser beiden Dipeptide durch die 
betreffende Enzymlésung sicher festzustellen, sollen die weiteren Untersuchungen unter passenden Bedingungen, z. B. mit 
getrennter oder noch konzentrierter Enzymlésung, fortgesetzt werden. 

s *) Vgl. dazu auch die vorige Mitteilung iiber die enzymatische Spaltung der beiden Peptide. ¢-Phenyl-9-aminopro- 

aA 


a pionsiure bezeichne ich hier kurzweg als 3-Phenylealanin. 
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Enzymlésungen hydrolysiert und auch Glyecylsulfanilsiiure deut- 
lich durch Darm-, Nieren-, Leber- und Milzenzymlésung (Schwein) 
angegriffen wird. 

Das beobachtete verschiedenartige Verhalten der EKnzym- 
losungen von verschiedener Herkunft gegeniiber den verschiedenen 
Dipeptiden mit bestimmter Konfiguration fiihrte mich zu der 
Fragestellung, ob man fiir die Spaltung verschiedene Dipeptidasen 
verantwortlich zu machen hat oder ob diese Spaltungsweise nur 
auf den quantitativen Unterschied der Enzymwirkung zuriick- 
gufiihren ist. Und aus den Resultaten von Versuchen mit. ge- 
reinigten isoherten Enzymeinheiten kann man auf die Ver- 
schiedenheit der Enzymarten bestimmt schlieBen. 

Wenn sich auch diese Frage jetzt nicht sicher beantworten 
JaBt, scheinen mir indessen die Befunde von groBem Interesse zu 
sein, daB em Dipeptid mit bestimmter Aminostellung durch 
gewisse Enzymlésungen angegriffen, wihrend ein anderes dadurch 
gar nicht hydrolysiert wird. 

Wenn Glyeyl-/-phenylalanin oder Glycylanthranilsiure gegen- 
uber verschiedenen Enzymldsungen sich bedeutend widerstands- 
fahiger verhaélt als Glyeylphenylalanin oder Glyecyl-m- und Glyey]-p- 
aminobenzoesadure, so liegt die SchluBfolgerung sehr nahe, dab die 
Stellung der Aminogruppe in der Séureamidbindung auch eine 
groBe Rolle bei der hydrolytischen Spaltung durch Knzyme zu 
spielen hat. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung von Peptiden. 


Glyeyl-o-aminobenzoesiure 
und Glycyl-m-aminobenzoesiaure. 


Die o- oder m-Aminobenzoeséure, gelést in n-Natronlauge, 
wurde in der iiblichen Weise chloracetyliert und die chloracety- 
lierte Saure wurde weiter mit starkem Ammoniak behandelt. 

Chloracetyl-o-aminobenzoesiiure (Ausbeute 99°/,): femme Nadeln 
aus verdimntem Alkohol, sehr schwer léslich in kaltem Wasser; 
Schmelzp. 188—189°. 

0,1016 g Substanz (getrocknet bei 100° im Vakuum) gaben 4,70 ccm 
0,1 n-SO,H, (nach Kjeldahl). 


C,H,NO,Cl (213,5) Ber. NN. 6,56°/, 
(ef. ., 6,46 
LO* 
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Glycyl-o-aminobenzoesiure (Ausbeute 62°/9): Prismen = aus 
Wasser, fast unldslich in kaltem Wasser; Zersetzungspunkt 235 
bis 236°. 

0,1012 g Substanz (getrocknet bei 110°) gaben 0,2071 g CO,, 0,0506¢ H,0, 


0,1008 ¢ " ( - » 110°) ,, 10,20 ccm 0,1 n-SO,H,(nach 
Kjeldahl). 
C,H,N.O; (194.1) Ber. © 55,64, H 5,19%/, N 14,43°/, 
Gef.  ., 55,81 ,. 5,60 .. 14,17 


Chloracet yl-m-aminobenzoesiiure (Ausbeute fast quantitativ): 
Nadeln aus Wasser, Schmelzp. 230—231°. 

00,1012 g Substanz (getrocknet bei 100°) gaben 4,50 cem 0,1 n-SO,H, 
(nach Kjeldahl). 

C,H,NO,CI (213,5) Ber. N 6,56°/, 
Gef. ,, 6,23 

Glycyl-m-aminobenzoesiure (Ausbeute 71°/)): Blattchen au- 
verdiinntem Alkohol, etwas léslich in Wasser: Zersetzungs- 
punkt 231—252°. 

0,0948 g¢ Substanz (getrocknet bei 100°) gaben 0,1915 g CO,, 0,0471 g¢ HO. 


C,H,,N.0, (194,1) Ber. (© 55,64°/, H 5,19°/, 
Gef. .. 55,09 . 5,56 


Diglyevl-o-aminobenzoesiiure. 


In die Lésung von 16 ¢ Glycyl-o-aminobenzoesiure in 80 cen: 
n-Natronlauge bei Eiskihlung werden 11,5 ¢ Chloracetylchlorid 
und 145 eem n-Natronlauge abwechselnd in kleinen Portionen 
unter Umriihren eingetragen. Dann wird das Reaktionsprodukt 
durch Ansiuern mit Salzsiure gefallt und abgesaugt (Ausbeute 
20 ¢:899/,). Die chloracetyherte Siéure wird aus heiBem Wasser 
in flachen Nadeln oder in Blaéttchen umkrystallisiert, welche bei 
914—215° unter Gasentwicklung zu braunem Ol schmelzen. Sie 
ist fast unldslich in kaltem Wasser, aber léslich in Alkohol. 

0,1022 g Substanz (getrocknet bei 100°) gaben 7,5 ecm 0,1 n-SO,H, (nach 
Kjeldahl). 

44,H,,0,N,Cl (270,6) Ber. N 10,35°/, 
Gef. ,, 10,28 

19 ¢ Chloracetylglycyl-o-aminobenzoesiiure werden mit 100 ce 
starkem Ammoniak (spezifisches Gewicht 0,58) 8 Tage bet Raum- 
temperatur stehen gelassen. Nach Abdampfen des Lésungs- 
mittels wird der Riickstand mit wenig verdiinnter Salzséiure auf- 
cenommen, abgesaugt und hierauf aus verdiinntem Alkohol in 
femen Nadeln umkrystallisiert. Die Substanz schmilzt bei 220 bis 
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991° unter Zersetzung. Sie ist schwer in kaltem, aber ziemlich gut 
in heiBem Wasser léslich und zeigt ene schwache Biuretreaktion. 


(),1043 g Substanz (getrocknet bei 110°) gaben 0,2025 g CO,, 0,0527 g H,0O. 


0,1014 g a ( ™ 5 110°) ,, 11,9 eem 0,1 n-SO,H,(nach 
Kjeldahl). 
C,H ,30,N3 (251,1) Ber. C 52,56°/, H 5,22°/, N 16,73°/, 


Gef. ,, 52,95 ,, 16,44 


9» 0,00 


Glycyl-p-aminobenzoesiiure. 


Das Dipeptid wurde schon von Waldschmidt-Leitz und 
seinen Mitarbeitern’) bei den Versuchen angewandt und C. Trop p?) 
hat seine Darstellung genau beschrieben. 

Glycyl-p-aminobenzoesiure krystallisiert aus siedendem Wasser 
n Nadeln oder Stébchen mit 2 Molen Wasser. Sie ist schwer in 
caltem Alkohol und fast nicht ldslich in kaltem Wasser. Das 
Anhyvdrid schmilzt bei 233—234° unter Zersetzung. 


} 
I 
7 
| 
} 


0,3086 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 110° 0,0470 ¢ H,O. 


C,H, )N.032 HO Ber. 2H,0 15,65°/, 
Gef. » 15,23 
0,1065 ¢ Substanz (lufttrocken) gaben 0,1835 ¢ CO,, 0,0619 ¢ H,O. 


0,1012 ¢ s “ .  8,5ccem 0,1 n-SO,H, (nach K jel- 
dahl). 
CH, NO; 2H,O (230,1) Ber. C 46,93°/, H 6,13°/, N 12,13°/, 
Gef. ,, 46,99 », 6,50 5» 11,77 


0,1004 g Substanz (getrocknet bei 110°) gaben 10,25 ccm 0,1 n-SO,H, 
(nach Kjeldahl). 
0,1082 g Substanz (getrocknet bei 110°) gaben 0,2196 g CO,, 0,0546 g HO. 
C'y5H NO; (194,1) Ber. C 55,64°/, H 5,19°/, N 14,43°/, 
Gef. ,, 55,35 ,, 5,65 , 14,31 


Glycylsulfanilsdure. 


3g Sulfanilsiure wurden in 14,5 ccm n-Natronlauge geldst 
und unter Hiskiihlung und kriaftigem Schitteln mit 2 ¢ Chlor- 
acetylehlorid und 22 cem n-Natronlauge abwechselnd in Portionen 
zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird mit Salzsiure angeséiuert, 
ind unter vermindertem Druck bei niedriger Temperatur stark 
abgedampft, bis die freie Saéure sich krystallinisch ausscheidet, 
welche in Prismen aus wenig Wasser oder in diinnen Blattchen 


1) E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann u. A, Schatfner, Ber. 
chem. Ges. 60, 359 (1927). 
2) C. Tropp, Ber. chem. Ges. 61, 1431 (1928). 
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aus verdinntem Alkohol umkrystallisiert wird (Ausbeute 3,6 ¢, 
fast quantitativ). Sie ist leicht in Wasser und schwer ldéslich in 
Alkohol. Die Substanz schwarzt sich schon gegen 290° und ein 
scharfer Schmelzpunkt wird nicht beobachtet. 

4,122 mg Substanz (getrocknet 150° im Vakuum) gaben 0,195 ccm N, 
(13°, 708 mm). 

C.H,NCISO, (249,6) Ber. N 5,61°/, 
Gef. ., 5,26 

3 ¢ Chloracetylsulfamilséure wurden in 15 cem konzentriertem 
Ammoniak (spezifisches Gewicht 0,88) gelést und 3 Tage bei Raum- 
temperatur stehen gelassen. Die ammoniakalische Losung wurde 
unter vermindertem Druck zur Trockne abgedampft, um den 
UberschuB des Ammoniaks zu entfernen. Die freie Séure wird 
aus siedendem Wasser in diinnen Blattchen umkrystallisiert oder 
sie wird in schwachem Ammoniak unter Erwirmen geldst und 
unter Zusatz von Salzsiure in femen Nadeln ausgeschieden, 
welche abgesaugt und mit Wasser bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion gut gewaschen werden (Ausbeute 81°/,). 

Die Substanz ist fast unléslich in kaltem Wasser und Alkohol 
und farbt sich allmahlich braéunlich bei iiber 350°. 

0,1026 g Substanz (getrocknet bei 110°) gaben 8,8 ccm 0,1 n-SO,H, (nach 


Kjeldahl). 
3,904 mg Substanz (getrocknet bei 150° im Vakuum) gaben 5,93 mg CO.,, 


1,52 mg H,0. 


C,H,,0,N.S (230,2) Ber. C 41,71, H 4,38°/,  -N 12,17%, 
» » abe . 4,36 . 12,01 


Diglycylsulfanilsiure. 
7 2 Glyeylsulfanilsiure wurden in 31 com n-NaOH gelést und 
mit 4,2 ¢ Chloracetylchlorid und 56 eem n-NaOH in der tblichen 
Weise chloracetyhert. Die Reakt:onsldsung wurde nach An- 
situern mit Salzsiure unter vermindertem Druck stark eingeengt 
und die ausgeschiedene Substanz wurde sogleich der weiteren Arbeit 
unterworfen. Nach 8tagigem Stehenlassen des chloracetylierten 
Produktes mit konzentriertem Ammoniak verdampft man dic 
Losung unter vermindertem Druck zur Trockne. 

Der Rickstand wird in verdiinntem Ammoniak gelést und 
durch Zusatz von Salzsiure in dunnen Blittchen ausgeschieden. 
Die Substanz wird aus siedendem Wasser in feinen Nadelchen 
umkrystallisiert, welche sehr schwer in kaltem Wasser und fast 
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nicht in Alkohol oder Ather léslich sind. Sie firbt sich allmiihlich 
briitunlich bei tber 300° und hat keinen scharfen Schmelzpunkt. 
Die wiBrige Lésung zeigt eime schwache Biuretreaktion. 
3,791 mg Substanz (getrocknet bei 150° im Vakuum) gaben 5,78 mg CO., 
1,51 mg H,0O. 
C,9H,,;05N;5 (287,2) Ber. C 41,789 ‘ H 4.56° P 
Get. ,, 41,58 »» 4,46 


II. Enzymlosung. 

Da das Hauptziel der vorliegenden Arbeit in den vergleichen- 
den Untersuchungen tber das Verhalten der Peptide mit be- 
stimmter chemischer Konstitution gegeniiber den peptidspaltenden 
Wirkungen verschiedener Organe besteht, wurde hier ein ganzer 
Organauszug als Fermentlésung angewandt. Je nach der Ein- 
stellung der Fermentlésung auf ein bestimmtes Peptid sollen die 
weiteren Untersuchungen tber die T'rennung oder Reinigung der 
betreffenden Enzymeinheiten fortgesetzt werden. 

Ks wurde also frischer Schleimhaut- oder Organbrei mit der 
dsfachen Menge Glycerin gut zerrieben und durch das feine Sieb 
koliert. Die getriibte Losung wurde im Eisschrank aufbewahrt 
und je 2cem der Enzymlésung wurden zu je 20cem Versuchis- 
losung hinzugefiiet. 


III. Versuchslosung. 

Ungefihr je 4/,999 Mol Peptid lést man unter gelindem [tr- 
wiirmen, wenn es notig ist, in 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung. Diese 
Losung wird mit 2 cem KEnzymlésung vermengt und durch Zusatz 
von Toluol bei 37° digeriert. In bestimmten Zeitabschnitten 
werden 4 cem der Versuchslésung mit 0,1 n-Natronlauge nach 
Serensen titriert. Wenn aber das Substrat sehr schwer Jéslich 
ist, titriert man die Lésung in der Warme notigenfalls nach dem 
Zusatz von Alkohol. Zur Kontrolle werden Fermentlésungen 
ohne Substrat bei der dem Hauptversuche entsprechenden Re- 
aktion von pa 7,8—8,0 digeriert. 

Da alle hier in den Versuchen gebrauchten Peptide, auBer 
Glycyl-f-phenylalanin, in Wasser sehr schwer léslich sind, hat 
man zur Losung der Substrate bei allen Versuchen 0,4°/,ige Soda- 
losung notigenfalls unter Erwirmen gebraucht, um die Versuche 
unter gleichen Bedingungen auszufiihren. 

Die Reaktion der Lésunge nach dem Zusatz von Ferment- 
lésung findet immer zwischen pu 7,6—8,1 statt. Aber wegen der 
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Schwerloslichkeit werden die Derivate von SulianilsAure und 
p-Aminobenzoesdure durch Zusatz von gewissen Mengen 0,1 n-Na- 
tronlauge in Lésung gebracht. Die Lésung von Glycyl-p-amino- 
benzoesiure zeigt pu 84—8,6 und die der Glyevlsulfanilsiure 
po J,4—O,6. 

Da diese alkalische Reaktion der Versuchslésung von dem 
po-Optimum der Peptidase weit verschoben ist, muB man sehr 
vorsichtig sein, um aus den Resultaten etwas zu schlieBen. Hier 
sel nur angegeben, daB das Verhalten dieser beiden Dipeptide 
vegenuber /enzymlésungen von verschiedener Herkunft unter 
vleichen Bedingungen untersucht wird. 

Die Versuchslésungen werden in folgendem Verhaltnis her- 
cestellt: 

0,222 2 Glycyl-f-phenylalanin; 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung + 2 cem 


ienzymlésung. 

0,194 ¢ Glycyl-o-aminobenzoesiure; 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung -+ 
2cem Enzymlésung. 

0,194 ¢ Glycyl-m-aminobenzoesaure; 20 ccm 0,4°/jiger Sodalésung +- 
2 ccm Enzymlésung. 

0,230 g Glycyl-p-aminobenzoesdure; 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung -+ 
0,17 com 0,1 n-NaOH +- 2 cem Enzymlésung. 

0,230 g Glycylsulfanilsiure; 20 cem 0,4°/,iger Sodalésung + 0,4 ccm 
0,1 n-NaOH -- 2 com Enzymloésung. 

0,252 g Diglycyl-o-aminobenzoesaure; 20 ccm 0,4°/jiger Sodalésung - 
2 com Enzymlésung. 

0,287 ¢ Diglycylsulfanilsiure; 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung + 0,3 ecm 
0,1 n-NaOH -+- 2 ccm Enzymlésung. 

0,133 ¢ Glyevlglycin; 20 cem 0,4°/jiger Sodalésung + 2 cem Enzyn.- 
josung. 

0,222 ¢ Glycylphenylalanin; 20 cem 0,4°/,iger Sodalésung + 2 cem En- 
zvmloésung. 

0,270 g Diglycyl-f-phenylalanin; 20 ccm 0,4°/,iger Sodalésung + 2 ecm 


sud 


Enzymidsune. 


IV. Peptidasewirkung der verschiedenen Enzymlosungen. 
Wirkung von Darmschleimhautenzym (Schwein). 
Aus den Versuchen mit Darmschleimhautausziigen geht 

hervor, dai die Enzymlésung Glycyl-m-aminobenzoesiéure, Gly- 
cyl-p-aminobenzoesiiure!) und Glycylsulfanilsiure deutlich zu 
hvdrolysieren vermag, aber Glyeyl-f-phenylalanin gar nicht; 
letzteres ist schon in der vorigen Mitteilung berichtet worden.°*) 


1) fk. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann u. A. Schaffner, Ber. 


chem. Ges. 60, 359 (1927). 
*) Vgl. dazu auch meine vorige Mitteilung. 
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Bei der langdauernden Verdauung der Glycyl-o-aminobenzoe- 
siiure wurde nur eine geringfiigige Aciditétszunahme beobachtet. 
Trotzdem wird Diglyeyl-o-aminobenzoesiiure dadurch gut an- 
gegriffen. Wie schon die Spaltbarkeit der Glycyl-p-aminobenzoe- 
siure durch Darmerepsin von Waldsehmidt-Leitz und 
seinen Mitarbeitern aufgefunden worden ist, wird die Siéure durch 
die beiden Darmenzymlésungen gut gespalten. 


Tabelle 1. 














Acidititszunahme (ccm 0,1 n-NaQH) 
Substrat nach Stunden 
o 24 72 

Kontrolle ; . 0,05 0,10 0,10 

Glycyl-f-pheny lalanin . 0,05 0.10 0,20 

G ly cyl-o-aminobenzoesaure 0,05 0.10 0,20 

G ‘ly cyl- m-aminobenzoesiure 0,80 1,05 1,25 

(ilycyl-p-aminobenzoesaure . 0,40 1,10 1,30 
Glycylsulfanilsaure 0,15 0,80 1,10 

CGlyeylglycin 1,70 1,80 1,80 

Tabelle 2. 

Kontrolle _— ; 0,05 0,05 0,10 
Glycyl-f-pheny lalanin . 0,05 0,05 0,10 
Glycyl-o-aminobenzoesaure 0,05 0,10 0,40 

Glycyl-m-aminobenzoesaure 0,65 1,05 1,30 
Glycyl-p-aminobenzoesaure . 0,70 1,30 1,65 
Glycylsulfanilsiure 0,20 0,95 1,25 
Diglyc yl-o- aminobenzoesiure 0,75 1,70 2,00 

G ‘lycy lglycin 1,70 1,85 1,95 





Wirkung von Darmschleimhautenzym (Rind). 





Tabelle 3. 

Kontrolle = 0,07 0,10 0,10 

Glycyl-f-pheny lalanin . 0,07 0,10 0,10 

Glycyl-o-aminobenzoesiiure 0,07 0,10 0,15 
Glycyl-m-aminobenzoesiure 0,65 1,05 1,15 

Glyevl-p-aminobenzoesiure . 0,10 0,80 0,85 
Glye visulfanilsaiure 0,10 0,35 0,95 
Gly cylglycin 1,55 1,65 1,95 

Tabelle 4. 

Kontrolle , 0,05 0,10 0,15 
Glycyl-f-pheny lalanin . 0,05 0,15 0,20 
Glycyl- o-aminobenzoesaure 0,05 0,10 0,30 

(;lycyl-m-aminobenzoesaure 0,70 1,10 1,20 

Glycyl-p-aminobenzoesaure . 0,05 1,05 ] 235 

Glycylsulfanilsaiure 0,10 0,65 1,25 

Glyeylglycin 1,55 1,77 1,95 
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Wirkung von Pankreasenzym (Schwein). 


Pankreasenzym  greift weder Glycyl-f-phenylalanin — noch 
Glycyl-o-aminobenzoesiure an, sondern nur die Dipeptide von 
m-Aminobenzoesiure und p-Aminobenzoesiure. Der Aciditits- 
zuwachs der Verdauungslésung von Glycylsulfanilséure zeigte 
negativen Wert, was dadurch zu erkliren ist, daB wegen der 
starken Alkalitaét der Versuchsl6sung die Fermentwirkung von 
Pankreasenzym schon gehemmt wird, wihrend die der Kontrolle 
bei giinstigemm pxa-Optimum gut zutage tritt. Um diese Verhiilt- 
nisse klarzumachen, wurde folgender Versuch (Tab. 7) ausgefthrt. 

0,230 ¢ Glycylsulfanilsiure lé6st man in 20 ccm Sodalésung von 
verschiedenen Konzentrationen unter EKrwirmen und Schiitteln, 
und die Versuche werden bei verschiedenen Reaktionen aus- 


eefiihrt. Aber die Saéure war schon nach dem Erkalten mehr oder 


weniger ungelést geblieben und da sie gréBtenteils in der Ver- 
suchslésung von px 8,0 ausgeschieden war, hat man keine weiteren 
Versuche bei minder alkalischer Reaktion angestellt. 

Bei einem Versuch von px 9,6 wurde die Séiure wie bei anderen 
unter Zusatz von 0,4 cem n-NaOH vollstiindig gelést. Zur Kon- 
trolle wurde die Fermentlésung ohne Substrat bei verschiedenen 
den Hauptversuchen entsprechenden px digeriert. 

Die Acidititszunahme in 4 cem Verdauungsflissigkeit wird 
in der Wiarme mit 0,1 n-NaOH nach Serensen titriert. 


Tabelle 5. 

















Aciditatszunahme (cem 0,1 n-NaQH) 
Substrat nach Stunden 
5 24 72 
Momteolle «4.0.66 6 045% 0,40 0,45 | 0,50 
Glycyl-fB-phenylalanin. . . . . 0,35 0,45 | 0,50 
Glyc ‘yl-o- aminobenzoesiure . . 0,35 0,42 0,50 
G lye yl- m-aminobenzoesaure . . 0,55 1,10 | 1,25 
Glycyl-p-aminobenzoesiure. . . 0,45 0,60 | 1,25 
ek | 1,55 2,20 | 2,30 
Tabelle 6. 
Kontrolle .. .. . awaits 0,25 0,30 0,30 
Glycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,25 0,30 0,30 
Glycyl-p-aminobenzoesiure. . . 0,30 0,40 1,20 
Glye yisulfanilsiure . . . _ 0,20 0,20 0,15 
Diglycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,45 0,65 1,35 
Digly cylsulfanilsiure . . . . . 0,85 1,50 1,55 
Glycylglycin . ........ 1,15 1,95 2,15 
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Tabelle 7. 








Acidititszunahme (ccm 0,1 n-NaQH) 
Pu nach Stunden 
5 24 4a 

9,6 0,17 0,20 0,18 
9,2 0,10 0,20 0,30 
8,8 0,10 | 0,25 0,35 
8,4 0,10 0,20 0,30 
8,0 O,15 O25 0,25 


Wie aus der Tab. 7 ersichtlich, wird ein schwacher Aciditiits- 
zuwachs beobachtet. Das Dipeptid wird dagegen bei den Ver- 
suchen mit Schweins- und Rindsdarmschleimhaut, Schweins- 
niere, Schweinsleber und Schweinsmilz trotz der starken Alkalitiit 
deutlich angeeriffen. Bei dem vorhegenden Versuche kann mat 
sehr schwer etwas tber das px-Optimum der Fermentwirkung 
auf Glycylsulfanilsiiure aussagen, da die Saéure immer bei der 
schwachen Alkalitaét sehr schwer léslich ist. 


Wirkung von Nierenenzym. 


Wie man aus der Tabelle sieht, werden Glycyl-/-phenyl- 
alanin und auch Glycyl-o-aminobenzoesiure durch Nierenenzym 
gespalten, welche letztere gegen andere Knzyme (Leber, Milz, 
Darmschleimhaut, Pankreas, Magen und Hoden) viel widerstands- 
fahiger ist. Die enorme <Acidititszunahme der beiden Séiuren, 
Diglycylsulfanilsiure und Diglycyl-o-aminobenzoesiiure, ist durch 
die Aufspaltung der beiden Siiureamidverkettungen der ‘T'ri- 
peptide zu erkliaren. 


Tabelle 8. 





Aciditatszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

dD 24 72 
a ae 0,08 0,13 0,13 
Glycyl-f-phenylalanin. . . . . 0,25 0,35 0,75 
Glycyl-o-aminobenzoesiure . . 0,15 0,65 0,95 
Glycyl-m-aminobenzoesiure . . 1,15 1,45 1,65 
Glycyl-p-aminobenzoesiure. . . 1,30 1,55 1,60 
Glycylsulfanilsiure . 2... . 1,15 1,30 1,30 
Glycylglycin . . . 2... 7... 1,80 1,85 1,85 
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Tabelle 9. 








Aciditatszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 
5 24 48 
EN eo goer & ae 0,10 0,10 0,10 
Diglycyl-o-aminobenzoesaure . . 1,60 1,80 2,00 
Diglycylsulfanilsiure . . . . . 2,80 2,85 2,85 


Spaltung von Glycylsulfanilsiure durch Nierenenzym 
(Schwein). 


Um die Spaltung der Séure mittels Nierenenzyms durch 
[solierung des Spaltungsproduktes zu bestitigen, wurden folgende 
Versuche ausgefiihrt: 

0,92 & Glycylsulfanilsiiure wurden in 40 ccm 0,1 n-Natronlauge 
und 32 cem verdiinnter Sodalésung (px 8,0) gelést und unter 
Zusatz von 8 ecm Nierenenzym und etwas Toluol bei 87° digeriert. 

Die Aciditétszunahme der Digestionsfliissigkeit wurde mit 
0,1 n-NaOQH nach Sorensen titriert. Aciditatszunahme in 4 cem: 
24 Stunden 1,60; 48 Stunden 1,60. 

Die Verdauungsrestlésung wurde mit Salzsiure angesduert 
amd unter vermindertem Druck eingeengt und dann mit Alkoho! 
vefallt. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde aus heifem 
Wasser in farblosen Bléttchen umkrystallisiert (0,25 g). 

0,0520 ¢ Substanz (getrocknet bei 110°) brauchten zur Neutralisation 
des Ammoniaks 3,00 ccm 0,1 n-SO,H,. 


NH,C,H,SO,H (Mol.-Gew. 173,1) Ber. N 8,09°/, 
Gef. » 8,08 


Spaltung von Diglyeylsulfanilsdure durch Nierenenzym. 
(Schwein). 


0,861 ¢ Diglycylsulfanilsiure wurden in 30 cem 0,1 n-NaOQH 
und 24ecem verdiinnter Sodalésung (px 8,0) gelést und unter den- 
selben Bedingungen wie bei den anderen digeriert. Nach 4 Tagen 
wurde die Verdauungsfliissigkeit nach Ansiuern mit Salzséure 
unter vermindertem Druck abgedampft und der sirupése Riick- 
~tand wurde mit Alkohol gefallt. Die ausgeschiedene Substanz 
wurde aus heiBem Wasser in Blittchen umkrystallisiert (0,2 g). 
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0,0620 g Substanz (getrocknet bei 110°) brauchten zur Neutralisation 
des Ammoniaks 3,6 ccm 0,1 n-Schwefelsaure. 
NH,C,H,SO,H (Mol.-Gew. 173,1) Ber. N 8,099/, 
Gef. » 313 


Wirkung von Leberenzym (Schwein). 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, wird hier Glyecyl-f-pheny]- 
alanin, wenn auch in geringem Grade, durch Leberenzym an- 
georiffen und in deutlichem MaSe Glycylsulfanilsiiture dadurch 
gespalten, was auch durch die Spaltung der Diglycylsulfanilsiure 
bestatigt wird, deren Acidititszunahme der Aufspaltung der 
beiden Séureamidverkettungen des Tripeptides entspricht. Die 
Spaltung der Glycylsulfanilséure ist fast so wie die der Glyeyl-p- 
aminobenzoesdure. Die Enzymlésung vermag nicht Glycyl-o- 
aminobenzoeséure zu hydrolysieren, sondern nur Diglyevl-o- 
aminobenzoesaure. 


Tabelle 10. 








Aciditaétszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

5 24 72 
Kontrolle . . or 0,05 0,10 0,10 
Glycyl-/-pheny lalanin. . . . . 0,10 0,35 0,65 
Gly cyl- o-aminobenzoesiure . . 0,05 0,10 0,10 
Gly cyl- m-aminobenzoesaure . . 0,25 0,80 0,95 
Glycyl-p-aminobenzoesiure. . . 0,30 1,05 1,15 
Glycylsulfanilsiure . .... . 0,15 1,40 1,25 
Diglycylsulfanilsiure .... . 0,75 2,40 2,55 
CHYOVREIVOMR gw ww ee 1,55 1,85 1,85 

Tabelle 11. 

Kontrolle . . a 0,10 O,15 0,20 
Glycyl-f- phenylalanin inate we 2 0,20 0,55 0,75 
Gly cyl- O-aminobenzoesiure . . 0,10 0,15 0,20 
Glycyl-m-aminobenzoesiiure . . 0,45 1,00 1,30 
Glycyl-p-aminobenzoesiure. . . 0,60 1,40 1,73 
Glycylsulfanilsiure . . . “a 0,35 1,20 1,25 
Digly cyl-o- aminobenzoesaure —_ 0,50 | 1,45 1,50) 
Glyeylglycin . 2... 0... 1,85 | 1,90 1,95 





Wirkung von Leberenzym (Rind und Hund). 
Das Leberenzym von Rind und Hund greift Glycyl-f-pheny]- 
: A J CY*-P-} 
alanin nur sehr wenig an, aber Glycyl-o-aminobenzoesiure und 
Glycylsulfanilsiure gar nicht. Diese letztere wird schon durch 
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das Leberenzym des Schweins unter denselben Bedingungen 
cut gespalten. Die beiden Dipeptide von m-Aminobenzoesiure 
und p-Aminobenzoesiure werden durch das Leberenzym deutlich 
hydrolysiert. 


Tabelle 12 (Rind). 








Aciditatszunahme (ecm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

5 24 72 
Kontrolle ae 0,10 0,15 0,10 
(ilycyl-f-phenylalanin . 0,10 0,20 0,32 
Glycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,10 0,15 0,15 
(ilycyl-m-aminobenzoesaure 0,40 0,90 1,30 
(;lycyl-p-aminobenzoesaure. . . 0,10 0,30 0,75 
Clycylsulfanilsaure 0,10 0.15 0,15 
Glycylglycin 1,50 1,80 | 1,85 

Tabelle 13 (Hund). 

Kontrolle png hyip eg. wee 0,05 0,05 | 0,10 
Glycyl-f-phenylalanin. . .. . 0,05 0,20 | 0,30 
(:lycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,05 0,05 0,15 
(ilycyl-m-aminobenzoesaure . . 0,70 1,05 | 1,20 
(ilycyl-p-aminobenzoesaure. . . O,15 0,50 | 1,00 
(ilycylsulfanilsiure 0,05 0,05 | 0,10 
Glyeylglyein 1,75 | 1,75 | 1,85 





Wirkung von Magenschleimhautenzym (Schwein). 

Wie in der Tabelle angegeben, werden Glycyl-f-phenylalanin, 
Glycyl-o-aminobenzoesiure und Glycylsulfanilsiure durch Magen- 
schleimhautenzym nicht gespalten, wihrend Glycylphenylalanin, 
Glyeyl-m-aminobenzoesiure, Glycyl-p-aminobenzoesiure und Gly- 
evlglycin dadurch hydrolysiert werden. 


Tabelle 14. 











Aciditatszunahme (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

5 24 72 
Kontrolle ath auien ies 0,05 005 § 0,05 
Glycyl-f-phenylalanin. . . . . 0,05 0,05 0,05 
Glycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,05 0,05 0,05 
Glycyl-m-aminobenzoesdure . . 0,30 0,95 | 1,00 
Glyeyl-p-aminobenzoesaure 0,05 0,05 0,60 
Glycylsulfanilsiure 0,05 0,05 0,05 
Glycylphenylalanin 0,80 0,85 0,85 
Glyeylglycin 0,95 1,55 1,55 
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Uber die Wirkung der proteolytischen Fermente usw. 


Wirkung von Milzenzym (Schwein). 


Glvevl-o-aminobenzoesiure wird durch Milzenzym gar nicht 
yO) ; o 


cespalten, wihrend Glycyl-f-phenylalanin nur in geringem Mabe 


angegriffen wird. 


Glyeylphenylalanin wird dadurch zu 50°/) hydrolysiert. 


Tabelle 15. 








Aciditatszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

5) 24 
Kontrolle oe 0,02 | 0,10 
Glycyl-f-phenylalanin . 0,10 0,20 
(ilycyl-o-aminobenzoesaure 0,02 0,07 
(lycyl-m-aminobenzoesaure . . 0,90 1,15 
Glycyl-p-aminobenzoesaure. . . 0,15 1,00 
Gilycylsulfanilsiure . . . .. . 0,03 0,17 
Glycylphenylalanin 0,85 0,90 
Giyeyigiyoin . ... . sss 1,65 1,85 


Wirkung von Hodenenzym (Rind). 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, wird keine Aeciditats- 
zunahme bei den Versuchen mit Glycyl-f-phenylalanin, Glycyl-o- 
aminobenzoeséure und Glycylsulfanilsiiure beobachtet. Das Hoden- 
enzym vermag Glycyl-m-aminobenzoesiure und Glycyl-p-amino- 


benzoesiure zu spalten. 


Die beiden Dipeptide, Glyeylglycin und Glycylphenylalanin, 
und Tripeptide, Diglyeyl-f-phenylalanin, Diglycyl-o-aminobenzoe- 
siure und Diglyeylsulfanilsiure werden dadurch deutlich hydroly- 








siert. 
Tabelle 16. 
Aciditatszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

a ee 0,00 0,03 0,05 
Glycyl-6-phenylalanin. . . . . 0,00 0,03 0,05 
Glycyl-o-aminobenzoesiure . . 0,00 0,03 0,05 
Glycyl-m-aminobenzoeséure . . 0,15 0,509 0,70 
Glycyl-p-aminobenzoesaure. . . 0,05 0,20 0,45 
Glycylsulfanilsture . . . . . . 0,03 0,03 0,05 
Glycylglycin . . 2... 1... 1,45 1,75 1,85 
Diglycylsulfanilsiure . . . . . 0,10 | 0,35 0,60 
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Tabelle 17. 








Aciditaitszunahme (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrat nach Stunden 

5 24 72 
a ae ee eee 0,02 0,05 0,05 
Glycyl-f-phenylalanin. . .. . 0,02 0,05 0,10 
Glycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,02 0,05 0,05 
Glycyl-m-aminobenzoesaure . . 0,15 0,60 0,85 
Glycyl-p-aminobenzoeséure. . . 0,05 0,15 0,35 
Glycylsulfanilsiure . . . . . . 0,02 0,05 0,05 
Diglycyl-f-phenylalanin . . . . 0,17 0,35 0,70 
Diglycyl-o-aminobenzoesaure . . 0,18 0,63 1,23 
Glycylglycin ......... 1,45 1,70 1,80 
Glycylphenylalanin. .... . 1,07 1,25 1,50 


An dieser Stelle fithle ich mich verpflichtet, Herrn Prof. 
Dr. K. Mayeda meinen herzlichsten Dank fiir seine freundliche 
Leitung auszusprechen. 





ao 
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Untersuchungen iiber natiirliche Polylavane. 
Von 


Hans Heinrich Sehlubach und Werner Flérsheim. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitit Hamburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1931.) 


II. Mitteilung'): Uber die Polylavane der Blatter 
von Yucca filamentosa. 


Unter den von Arthur Meyer*) untersuchten, in ihren 
Blittern stirkefreien Pflanzen, zeichnet sich die Yucea filamentosa 
durch einen ungewohnlich hohen Gehalt an nicht reduzierenden 
Zuckern aus. Die nihere Untersuchung fiihrte zu dem Ergebnis, 
daB es sich um ein Polysaccharid handelt, das sich auch in dem 
Rhizom der gleichen Pflanze findet und das nach seinen Higen- 
schaften moéglicherweise mit dem von O. Schmiedeberg?) aus 
den Zwiebeln der Scilla maritima gewonnenen Sinistrin identisch ist. 

Wir haben in der vorangehenden Untersuchung dieser Reihe 
nachgewiesen, dai dieses Sinistrin als ein Gemisch von Oligolii- 
vanen anzusehen ist, das sich im wesentlichen aus Di- und Tetra- 
livan zusammensetzt, wobei wir als den Grundkorper, das Liivan, 
das Fructoseanhydrid (2,5) (2,1) angenommen hatten. Ks schien 
uns von Interesse zu sein, mit Hilfe der uns heute zur Verfiigung 
stehenden Methoden festzustellen, ob diese von A. Meyer ver- 
mutete Identitat zu Recht besteht, und damit auch die von diesem 
Forscher bei dieser Gelegenheit hervorgehobene allgemeine Ge- 
setzlichkeit zu beweisen, daB sich die Blatter hinsichtlich der 
Kohlenhydrate, die sie transitorisch speichern, genau wie dic 
tvpischen Reservestoffbehalter verhalten. 

AuBerdem schien es von Interesse zu sein, das Vorkommen 
von Oligolivanen in Blittern wberhaupt festzustellen, nachdem 





1) Ber. chem. Ges. 62, 1491 (1929). 
*) Bot. Ztg. 48, 418 (1885). 
3) Diese Z. 3, 114 (1879). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII 11 
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von H. Colin!) angenommen wurde, dab grundsitzlich Poly- 
saccharide dieser Art auBer in Rhizomen, nur noch in den Achsen 
und héchstens in Blattstielen, keinesfalls aber im griinen Blatt- 
parenchym vorkommen kénnten. 

Wir haben die Freilegung der Kohlenhydrate aus den Blattern 
der Yucca in etwas anderer Weise vorgenommen als A. Meyer. 
Dieser extrahierte die zerschnittenen Blitter mit heiBem Wasser, 
fillte mit Alkohol und reinigte iber die Barytverbindungen. Auf 
Grund unserer Erfahrungen uber die Ldéslichkeitseigenschaften 
der Oligoliivane trockneten wir die Yuccablitter scharf, zermahlten 
zu einem feinen Pulver und extrahierten mit siedendem Methanol. 
Dieses Verfahren vermeidet die Unbequemlichkeit, gréBere Mengen 
von in Lésung gegangenem EiweiB abtrennen zu miissen. Die im 
Methanolextrakt enthaltenen Hexosen und Rohrzucker wurden 
durch Vergirung entfernt, der Riickstand durch Alkoholfallung 
vereinigt. Is wurde ein bei [«|f° =—25,3° drehendes Produkt 
erhalten, das sich durch weitere Fraktionierung nicht mehr zer- 
legen lieB. Loslichkeit und Drehung deuteten schon auf eine nahe 
Verwandtschaft zum Sinistrin A (Dilévan) hin, bei dem [«],? = 

25,39 gefunden wurde. Durch die Methylierungsmethode konnte 
die Zugehorigkeit zur Reihe der Oligolivane bewiesen werden. 
\Vir erhielten eine Trimethylhexose, die sich durch ihre Konstanten 
und durch Osazonbildung als identisch mit der aus dem Sinistrin 
der Meerzwiebel erhaltenen 3,4,6-Trimethyl-h-fructose erwies. 

Trotz dieser weitgehenden konstitutiven Ahnlichkeit konnte 
dennoch zwischen dem Dilivan der Meerzwiebel und demjenigen 
der Yueea ein Unterschied festgestellt werden. Wihrend sich 
namlich das erstere als vollstaéndig unempfindlich gegen die En- 
zyme der Hefe erwies, konnte das Yuccadilivan durch dieses 
\Mittel verhiltnismaBbig leicht, wenn auch wesentlich schwerer als 
tohrzucker, hydrolysiert werden. 

{in aéhnlicher Unterschied ist schon wiederholt bei Verbin- 
dungen beobachtet worden, bei denen man nach ihren Eigen- 
<chaften vermuten darf, daB sie der Reihe der Polylivane an- 
vehoren. So berichtet schon M. Dubrunfaut?), daB die Kohlen- 
hydrate der Frihjahrstopmambur leicht durch Invertin gespalten 
werden, eine ‘'atsache, die neuerdings von H. Colin bestatigt 
wurde. Das gleiche geben H. Colin und A. de Guignace’) von den 


1) Bull. Soc. chim. Biol. 7, 174 (1925). 
2) C. r. Acad. Sci. 64, 764 (1867). 
8) C, r. Acad. Sci. 182, 1639 (1926). 
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in den Gramineen vorkommenden Polylavanen an und_ unter- 
scheiden sie scharf von den von C. Tanret?) gefundenen, die sich 
gegen Invertin vollsténdig resistent erwiesen hatten. Diese Re- 
sistenz gegen Hefe konnte aber nur bei Abwesenheit von Hexosen 
oder Rohrzucker festgestellt werden, denn bei Gegenwart dieser 
Zucker wird sogar das Dilaévan der Meerzwiebel langsam an- 
segriffen.2) In diesem Falle handelt es sich vermutlich um die 
hydrolysierende Wirkung der Kohlensadure, deren spaltende Wir- 
kung auf Polylévane neuerdings von H. D. K. Drew und W. N. Ha- 
worth’) festgestellt wurde. 

Man gewinnt hiernach den Eindruck, als ob es 2 Reihen von 
Polylivanen giibe. Daf der Unterschied aber nicht konstitutiv 
sein kann, beweist das Ergebnis der Methylierung. Andererseits 
laBt die Drehung keinen Unterschied konfigurativer Art erkennen. 
Bei dem Dilavan der Yucca éuBert sich der Unterschied auch bei 
der Sdurehydrolyse. Es wurde nur ein maximaler Reduktions- 
wert von 41,1°/, erreicht, wihrend sich das Sinistrin A aus Meer- 
zwiebel leicht zu 100°/) spalten laBt. Worauf dieses verschiedene 
Verhalten zuriickgefihrt werden kann, mu8 erst eine eingehende 
Untersuchung lehren. 

Von A. Meyer ist festgestellt worden, daB sich in den Rhi- 
zomen der Yucca die gleichen Kohlenhydrate finden wie in den 
Blittern. Bei der Sonderstellung, welche die Polylivane in den 
Pflanzen einnehmen, liegt es nahe, einen genetischen Zusammen- 
hang bei den réumlich so weit auseinanderliegenden Fundstellen 
in ein und derselben Pflanze anzunehmen und also die Ansamm- 
lung in den Rhizomen aus der Bildung in den Blaittern abzuleiten. 
Wie in der folgenden Arbeit gezeigt wird, besteht jedoch eine 
derartige allgemeine Beziehung nicht und es handelt sich bei der 
Yucca nur um einen Sonderfall, aus dem keine weitergehenden 
Schliisse gezogen werden kénnen. 


Beschreibung der Versuche. 


Gewinnung des Rohproduktes aus den Blattern der Yucca filamentosa. 


Im Oktober geerntete Blatter wurden geschnitzelt, 3 Tage im 
Hochvakuum getrocknet und in einer Miihle geschroten. Aus 
2,8 ke frischen Blattern wurden so 930 ¢ getrocknetes Pulver 





1) Z. B. Bull. Soc. chim. France [3} 200 (1893). 
*) Vgi. auch: Biochemic. J. 23, 444 (1929). 
3) J. chem. Soc. London 1928, 2690. 
11* 
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erhalten. [is wurde 5 Tage im Soxhletapparat mit trockenem 
Ather, dann zwei weitere Tage mit Ather-Ligroin extrahiert. 
Hierbei ging nur ein kleiner Teil des Chlorophylls in Lésung, die 
Hauptmenge wurde erst durch die nun folgende Extraktion mit 
absolutem Methylalkohol extrahiert. Es blieb ein farbloses Pulver 
zuruck, das auch an heiBes Wasser keine Kohlenhydrate mehr 
abgab. Der Methanolextrakt hinterlieB nach Abdampfen des 
Losungsmittels 315 ¢ einer griinen, pulverisierbaren Masse, dic 
1,8°/, Asche enthielt, die sich aus Alkali-, Magnesiumsalzen und 
\ieselsiure zusammensetzte. Da die Stickstoffprobe  positiv 
uusfiel, wurde mit Bleiacetat behandelt. Hierbei ging auch der 
Rest des Chlorophylls in den Niederschlag und das Produkt wurde 
stickstofffrei. 


Zusammensetzung des Rohproduktes. 


Bestimmung der Hexosen. 


5,41 ¢ wurden in wenig Wasser geldst, mit Bleiacetat 
D.A.B. VI gefallt, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser nach- 
gewaschen und die gesammelten Filtrate auf 200 cem gebracht. 
10 cem verbrauchten nach Bertrand 5,00 cem Permanganat- 
lésung, entsprechend 25,9 mg Zucker. Daher insgesamt 0,518 ¢ 
Hexose in 5,41 ¢ Substanz. 

20 cem verbrauchten 6,15 cem Jodlésung nach Willstatter- 
Schudel, entsprechend 56,82 mg Glucose. Daher insgesamt 


0,568 @ Aldose in 5,41 g. Da also der gefundene Aldosewert dic 
Gesamtmenge der vorhandenen Aldosen und Ketosen wbersteigt., 


miissen noch Stoffe zugegen sein, die durch Verbrauch von Jod- 


lisung einen erhdéhten Aldosenwert vortiéuschen. Es ist daher 
nicht mit Sicherheit festzustellen, in welechem Verhialtnis Aldos- 
und Ketose vorhanden sind, es ist aber wahrscheinlich, da’ der 


Gehalt an der letzteren nicht groB ist. 


Bestimmung des Rohrzuckers. 


Die Bestimmung durch Invertinbehandlung ergab unsicher 
Werte, da es sich zeigte, daB die Polylivane der Yucea durch Hete- 
extrakt angegriffen werden. So wurde gefunden, daB nach 24stiin- 
diger Kinwirkung 18,2°/,, nach 72stiindiger 29,4°/, des Rob- 
produktes hydrolysiert waren. Bei einem anderen Versuch, be: 
dem gleichzeitig ein Kontrollversuch mit reinem Rohrzucke: 
angesetzt war und bei dem abgebrochen wurde, als der letzter: 











he eng rp 
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den vollen Reduktionswert erreicht hatte, wurde ein Gehalt von 
93,0°/, Rohrzucker, bezogen auf das Rohprodukt, gemessen. Der 
vleiche Wert wurde erhalten, als die Inversion polarimetrisch 
verfolgt wurde. 

Bestimmung der Polylivane. 

Die Hydrolyse wurde durch Krhitzen mit verdinnter Schwefel- 
<iure durchgefiihrt, wobei sich der Reduktionswert als abhingig 
von der Konzentration der angewandten Siure erwies. Kine 
19/,ige Séure ergab den héchsten Wert: 42,5°/). Da hiervon 
4.59/, fiir die Hexosen und 28,0°/, fiir den Rohrzucker in Abzug 
zu bringen sind, bleiben 10°/, fiir die Polylivane wbrig. Dieser 
Wert ist aber nur als Minimalwert anzusehen, da das isolierte 
Polvlavan bei der Siiurehydrolyse nur einen Maximalreduktions- 
wert von 41,1°/,, bezogen auf Fructose, ergab. 


Reindarstellung des Dilavans. 

80 g¢ Rohprodukt wurden in 100 cem Wasser gelést, mit 
leiacetat gefallt, vom Niederschlag abfiltriert und das Filtrat 
im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in 
250 ceom Wasser gelést, Pufferldsung zugesetzt, 24 Stunden mit 
Invertinlésung behandelt, mit Ammoniak neutralisiert und das 
Invertin durch kurzes Erhitzen auf 100° zerstért. Die filtrierte 
Losung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riick- 
stand in 500 cem absolutem Methylalkohol aufgenommen und 
nach Filtration 200 cem Ather unter starkem Riihren zugesetzt. 
Das ausfallende Produkt (8 g) zeigte noch einen Reduktionswert 
von 15°/,. Durch wiederholtes Lésen in wenig Wasser und Aus- 
fallen mit einem Alkohol-Athergemisch 1:1 wurde eine nicht mehr 
reduzierende Verbindung erhalten (4,5 g). 

[a] 7,° = — 25,3° (c= 1,0 in Wasser) . 

Aschengehalt 1,5°/,, iiberwiegend aus Kieselsiiure bestehend. 
Molekulargewicht in Wasser: Ber. (CgH,)05). 324. Gef. 346. 
Reduktionswert nach 30 Minuten Kochen mit 1°/,iger Schwefel- 
sdure: 41,1°9/,. 

Konstitution des Dilavans. 


4,5 g des reinen Produktes wurden in der von W. N. Haworth 
und A. Learner!) angegebenen Weise durchmethyliert. Aus- 
heute 3,2 g. SchneeweiBes Pulver. 

[«]?,° = — 38,4° (Chloroform, c = 0,905). 


1) J. chem. Soc. London 1928, 619. 
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54,9 mg Substanz gaben 0,17771 g AgJ (CgH,,.0,),. Ber. 
OCH, 45,6°/). Gef. 42,69). Das Methylprodukt wurde in der 
ublichen Weise hydrolysiert. Die gebildete Trimethyl-h-fructose 
polymerisierte sich z. T. bei der Vakuumdestillation. 

Siedep. 110—115° np* = 1,4565, [e];,° = + 25,0° (Chloroform, c= 1,01). 


Das in 10°/, essigsaurer Losung hergestellte Osazon schmolz 
bei 79° und zeigte mit dem in gleicher Weise aus dem Meerzwiebel- 
livan hergestellten Osazon keine Depression. 


III. Mitteilung'): Uber die Bildung der Polylavane in der 
Topinamburpflanze. 


Die durch neuere Untersuchungen?) vertiefte Kenntnis der 
Higenschaften der Polylivane, insbesonders der niedrigen Glieder 
dieser Reihe, legt den Versuch nahe, ihrer Bildung in den inulin- 
fiihrenden Pflanzen nachzugehen. H. Colin*) hat sich bereits 
eingehend mit dieser Frage beschiftigt und ist bei der Topinambur- 
pflanze (Helianthus tuberosus) zu dem Ergebnis gelangt*), daB die 
Bildung der Polylavane erst in den Achsen einsetzt, wihrend die 
Blattstiele und vor allen Dingen die Blatter selbst vollkommen 
polylivanfrei gefunden wurden. H. Colin verglich diesen Befund 
mit dem Ergebnis der Untersuchung anderer, Polylavane fiihrender 
Pflanzen und gelangte auf Grund seiner Analysen zu dem SchluB, 
daB zwischen den durch eine bestimmte Pflanze primér in den 
Blattern erzeugten Kohlenhydraten und den in der gleichen Pflanze 
in den Speicherorganen abgelagerten Reservekohlenhydraten keine 
Beziehung besteht. Diese vollstaéndige Unabhingigkeit der Art 
der Ablagerung der Kohlenhydrate von ihrer Bildungsform wurde 
von dem franzdsischen Forscher weiter durch schéne Pfropf- 
versuche’) dargetan. Als er Sonnenblumen (Helianthus annuus), 
die wbherhaupt keine Polylavane bilden, auf Topimamburachsen 
(Helianthus tuberosus) aufpropfte, wurden in den Rhizomen der 
letzteren genau in dem gleichen Umfange Polylivane gebildet 
wie bei den reinen Topinamburpflanzen. 


1) IT. Mitt. vgl. S. 153. 

2) Vel. H.H.Schlubach u. H.Elsner, Ber. chem. Ges. 61, 2358 
(1928); 62, 1493 (1929); 68, 362, 2302 (1903). 

3) C. r. Acad. Sci. 166, 224 (1918); Bull. Soc. chim. Biol. 7, 173 (1925). 

4) C. r. Acad. Sci. 179, 1186 (1924). 

5) C. r. Acad. Sci. 178, 852 (1921). 
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In der vorangehenden Untersuchung haben wir gezeigt, daB, 
entgegen der Anschauung H. Colins, bei der Yucca filamentosa 
auch in den Blittern Polyliivane enthalten sind. Nach A. Meyer 
finden sich aber die gleichen Polysaccharide auch in den Rhizomen 
der Yucca. Hier liegt also ein Fall vor, daB zwischen der Bil- 
dungs- und der Speicherform der speziellen Kohlenhydrate in ein 
und derselben Pflanze anscheinend eine direkte Beziehung besteht 
und es fragt sich, ob sie sich auch bei anderen Pflanzen nachweisen 
laBt. Aus diesem Grunde haben wir eine Nachpriifung fiir wiin- 
schenswert gehalten, ob sich in den Blittern der Topinambur 
nicht doch Polylivane nachweisen lassen und wir haben hierbet 
insbesondere die niedersten Glieder der Reihe im Auge gehabt, 
die sich durch ihre fiir eine Isolierung recht unbequemen EKigen- 
schaften der Beobachtung entzogen haben konnten. 

Wir haben Blattspreiten, Mittelrippen, Blattstiele und Achsen 
der Topmambur gesondert und zu verschiedenen Jahreszeiten, im 
Juli und im September, erneut auf ihren Gehalt an Polylivanen 
untersucht. Um sekundire enzymatische Umwandlungen nach 
Moglichkeit auszuschheBen, haben wir nach dem Vorgange von 
W. A. Davis, A. J. Daish und G. C. Sawyer?) die Abtétung des 
frischen Pflanzenmaterials durch moéglichst rasches Kintragen in 
kochenden Alkohol zu bewerkstelligen versucht. 

Abweichend von dem Befund von H. Colin konnten wir in 
den bléttern keine Spur Starke und, im Zusammenhang damit, 
auch keine Maltose feststellen. Dieser Unterschied mag daraut 
zuruckzufiihren sein, daB in dem wirmeren Klima Frankreichs 
infolge der gesteigerten Assimilation die Pflanze in die Lage ver- 
setzt wird, auch Stirke zu bilden, wie dhnliches bei in unserem 
Klima stirkefreien Ivisarten nach Versetzung in die Tropen beob- 
achtet wurde. 

Dagegen konnte die Angabe H. Colins bestiatigt werden, dab 
sich in den Blattern keine Polylivane finden und daB sie zuerst 
in den Stiémmen erscheinen. Wir haben von den in den ver- 
schiedenen Pflanzenteilen vorkommenden Kohlenhydraten durch- 
gehends einen héheren Gehalt gefunden als Colin. Dies mag durch 
eine andere Varietaét unserer Topinamburpflanzen, durch Diingung, 
Standort und Tageseinfliisse bedingt sein. Nur hinsichtlich der in 
den Achsen aufgefundenen Polylivane besteht weitgehende Uber- 
eistimmung. Bei der Herbsternte fiigen wir, die Colinschen 





1) J. Agricol. Science 7, 263 (1916). 
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Zahlen!) zum Vergleich bei, da wir annehmen, da diese um die 
vleiche Jahreszeit festgestellt wurden. 


JI. Juliernte: 














? 1Ee > 
Pflanzenteil Reduzierende Rohrzucker Lavane 
Hexosen 
Blattparenchym . . . 0,13 0,265 _- 
Mittelrippen und 
Blattstiele. . . . . 0,15 0,342 — 
II. Septemberernte 
Blattparenchym . . . 0,462 (0,09) 0,362 (0,20) _ 
Mittelrippen und 
Blattstiele. . . . . 1,192 (0,24) 0,413 (0,14) ~- 
re 0,691 (0,10) 2,552 (0,19) 0,77 (0,74) 


Der Colinsche Befund konnte also im wesentlichen bestitigt 
und eine Beziehung zwischen Bildungs- und Ablagerungsform der 
Kohlenhydrate bei der Topimamburpflanze nicht  festgestellt 
werden. Die Yucca filamentosa bildet insofern eine Ausnahme, 
als bei ihr nicht nur die Rhizome, sondern in gleicher Weise auch 
die Blatter selbst als typische Reservestoffbehalter fungieren und 
daher dieselben Kohlenhydrate enthalten. 


Dem Direktor des Instituts fir angewandte Botamk in Ham- 
burg, Herrn Prof. Dr. G. Bredemann, sind wir fiir die Uber- 
lassung eines Versuchsfeldes fiir die Anzucht der Topinambur- 
pflanzen zu besonderem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Die erste Ernte erfolete am 25. Juli 1929. Es war ein sonniger 
‘ag, der Himmel war nur stellenweise leicht bedeckt. Die Pflanzen 
waren etwa 50—60 em hoch und in starkem Wachstum begriffen. 
Die zweite Ernte geschah am 26. September 1929. Die Pflanzen 
waren augewachsen. Die Blatter wurden zwischen 13 und 19 Uhr 
gesammelt. Die Mittelrippen der Blatter wurden herausgeschnitten 
und getrennt von den Blattspreiten verarbeitet. Es wurde darauti 
geachtet, da die Blatter spéatestens 30 Minuten nach der Ab- 
trennung in den siedenden Alkohol gelangten, in dem sie 1 Stunde 
belassen wurden. Durch Ammoniakzusatz wurde dafiir gesorgt, 
daB die Fliissigkeit hierbei niemals sauer wurde. Das vom Alkohol 


1) (. r. Acad. Sci. 166, 224 (1918). 
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abgepreBte Material wurde dreimal mit kaltem und einmal mit 
heiBem Wasser ausgezogen und diese Ausziige mit den zugehérigen 
Alkoholextrakten vereinigt. Zur EnteiweiBung wurde Bleiacetat 
Dp. A. B. VI. zugesetzt, bis eine qualitative Stickstoffprobe des 
Filtrats negativ ausfiel. Der Niederschlag wurde sogleich ab- 
vetrennt, ausgewaschen und die Filtrate sogleich durch Schwefel- 
wasserstoff von iiberschiissigem Bleiacetat befreit, da eine lingere 
Minwirkung nach W. A. Davis und A. J. Daish!) einen Verlust 
an Fructose zur lIolge haben konnte. Die geklirten Extrakte 
wurden eingeengt und analysiert. 


Methode der Analyse. 


Die reduzierenden Zucker wurden nach der Bertrandschen 
Methode bestimmt. Eine Differenzierung in Aldosen und Ketosen 
nach Willstaitter und Schudel erwies sich als nicht mdglich, 
da trotz der Enteiweibung Substanzen in Lésung blieben, welche 
durch Hypojodit oxydiert werden. Die gleiche Erfahrung wurde 
kirzlich von KE. C. Barton-Wright und M. C. Pratt?) gemacht. 

Der Rohrzucker wurde durch Inversion mittels Invertin in 
Form von Hefeautolysat nach C. $. Hudson*) bei einem pu von 
4,5 bestimmt. Um sicher zu gehen, daB unter den gewihlten Be- 
dingungen etwa vorhandene Polylavane nicht hydrolysiert wurden, 
wurde ein Oligolivan (Sinistrin B aus Meerzwiebel) der Einwirkung 
des Invertins ausgesetzt: 

1,9141 g Sinistrin B (Tetralivan) wurden in 10 cem Wasser mit 0,3 ccm 
Pufferlésung (n/2 primares Natriumphosphat) und 1 ccm Autolysensaft ver- 
setzt und 48 Stunden bei 34—35° aufbewahrt. Is konnte kein Reduktions- 
wert festgestellt werden. 

Die Bestimmbarkeit des Rohrzuckers bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von Polylavanen wurde besonders gepriift: 

56,6 mg Rohrzucker wurden zusammen mit 2,5 g Sinistrin B in 10 cem 
Wasser gelést, mit 0,3 ccm Pufferldsung und 1 ccm Autolysensaft versetzt 
und 48 Stunden bei 34—35° aufbewahrt. Verbraucht: 10,75 cem Permanga- 
natlésung, entsprechend 56,4 mg Rohrzucker. Also zu wenig gefunden 
0,2 mg = 0,35°/,. 

Die Polylavane wurden durch Erhitzen mit 0,25°/, Schwefel- 
sdure wahrend 30 Minuten hydrolysiert und die dadurch ein- 
yetretene Erhodhung des Reduktionswertes gemessen. Der Grad 

1) J. agricult. Science 5, 437 (1914). 

*) Biochemic. J. 24, 1222 (1930). 

*) Vgl. Rona, Praktikum fiir physiologische Chemie. 
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der Hydrolyse der Polylivane unter diesen Bedingungen wurde 
an Oligolivanen gesondert bestimmt: 

86,6 mg Dilavan aus Meerzwiebel verbrauchten nach 30 Minuten Erhitzen 
21,18 cem Permanganatlésung, entsprechend 79,6 mg Hexose, entsprechend 
82,7°/, der Einwage. 

83,2 mg Tetralivan aus Meerzwiebel verbrauchten nach 30 Minuten Er- 
hitzen 22,40 ccm Permanganatlésung, entsprechend 91,8°/, der Einwage. 

Der Reduktionswert entspricht also nicht einer 100°/5-Spaltung. 
Die Mengen der wirklich vorhandenen Polylaivane miissen daher 
etwas hoher als die angegebenen Werte sein, weil der Berechnung 
eine 100°/,-Spaltung zugrunde gelegt wurde. 

Die Anwendung von 5°/, Schwefelsiure, um etwa vorhandenes, 
schwer hydrolysierbares Monolivan zu spalten, fiihrte zu einem 
Riickgang des Reduktionswertes, vermutlich infolge Zucker- 
zerstorung durch Saéurewirkung. 


Analyse der Pflanzenextrakte. 
Sommerernte (25. Juli 1929). 


Frische Blitter ohne Mittelrippen: 7,429 ke. 
Mittelrippen und Blattstiele: 2,759 ke. 


1. Bliitter. 

Hexosen: 0,1°/, des Extraktes verbrauchten 1,97 ccm Per- 
manganatlésung!) entsprechend 9,07 mg Hexosen = 9,07 g redu- 
zierendem Zucker. 

Rohrzucker: 0,05°/) des Extrakts verbrauchten nach Inversion 
2,90 cem Permanganatlésung, entsprechend 14,9 mg reduzierendem 
Zucker == 29,8 ¢ Gesamtzucker. 


Zucker nach Inversion 29,8 g 

Zucker vor Inversion 91 ¢g 

20,7 g 

entsprechend 19,7 g Rohrzucker. 
Polylavane: 0,05°/, des Extraktes verbrauchten nach Sdaure- 
hydrolyse 2,92 cem Permanganatlésung entsprechend 15,0 mg 

Zucker = 30,0 ¢ Gesamtzucker. 


1) 1 ccm Permanganatlésung entspricht 10,34 mg Cu. 
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2. Mittelrippen und Blattstiele. 
Hexosen: 0,1°/, des Extraktes verbrauchten 1,03 ecm Per- 
manganatlosung entsprechend 5,22 mg = 5,22 g Gesamthexosen. 
Robrzucker: 0,1°/) des Extraktes verbrauchten 2,93 cem Per- 
manganatlésung entsprechend 15,2 mg Zucker = 15,2 ¢ Gesamt- 
zucker. 
Zucker nach Inversion 15,2 g 


Zucker vor Inversion 5,2¢ 
10,0 ¢ 


entsprechend 9,5 g Rohrzucker. 


Herbsternte (26. September 1929). 
Frische Blatter ohne Mittelrippen: 8,69 kg, 


Mittelrippen und Blattstiele: 3,33 keg, 
Achsen 9,87 ke. 


1. Bliitter ohne Mittelrippen. 


Hexosen: 0,1°/, des Extraktes verbrauchten 7,50 cem Per- 
manganatlésung entsprechend 41,4 mg Zucker = 41,49 redu- 
zierender Zucker. 

Rohrzucker: 0,05°/, des Extraktes verbrauchten 7,60 cem 
Permanganatlésung entsprechend 38,1 mg = 76,2 g Gesamtzucker. 

Zucker nach Inversion 76,2 g 

Zucker vor Inversion 41,4 g 

Invertzucker 84,8 2 
entsprechend 33,1 g Rohrzucker. 

Polylavane: 0,05°/, des Extraktes verbrauchten 7,10 ccm 
Permanganatlésung entsprechend 37,8 mg Zucker = 75,6 g Ge- 
samtzucker. 

2. Mittelrippen und Blattstiele. 

Hexosen: 0,1°/, des Extraktes verbrauchten 7,45 ccm Per- 
manganatlésung entsprechend 39,7 mg Zucker = 39,7 g redu- 
zierender Zucker. 

Rohrzucker: 0,05°/, der Extrakte verbrauchten 5,20 ccm Per- 
manganatlésung entsprechend 27,2 mg Zucker = 54,4 g Gesamt- 
zucker. 

Zucker nach Inversion 54,4 g 

Zucker vor Inversion 39,7 g 

Invertzucker —=*'14,7 2 
entsprechend 13,79 g Rohrzucker. 
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Polylavane: 0,05°/) der Extrakte verbrauchten 5,16 cem Per- 
manganatl6sung entsprechend 27,0 mg Zucker = 54,0 g Gesamt- 
zucker. 

3 Achsen. 

Hexosen: 0,1°/, Extrakte verbrauchten 3,55cem Permanganat- 
losung entsprechend 19,85 mg Zucker = 19,85 g reduzierender 
Zucker. 

Rohrzucker: 0,05°/, Extrakte verbrauchten 9,05 cem Per- 
imanganatlésung entsprechend 49,0 mg Zucker = 98,0 g Gesamt- 
Zucker. 

Zucker nach Inversion 98,0 g 

Zucker vor Inversion 19,85 g 

Invertzucker 78,15 ¢ 
entsprechend 74,25 g Rohrzucker. 

Polyliivane: 0,025°/, Extrakt verbrauchten 7,60 cem Per- 
manganatlésung entsprechend 30,6 mg Zucker = 122,4 g Gesamt- 
zucker. 








Zucker nach Séurehydrolyse 122,4 g 
Zucker nach Invertinhydrolyse 98,0 ¢ 
24,4 g 


entsprechend 22,0 ¢ Polylavane. 
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Untersuchungen tiber die Konstitution der Gallensduren. 
XVII. 


Uber die Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf einige Ketonsauren 
der Gallensauregruppe. 


Ein neuer Weg in die Lithocholsaurereihe. 


Von 
W. Borsche und A. L. Morrison 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1931.) 


Im Schrifttum wber die Halogensubstitutionsprodukte der 
Gallensiuren findet sich u.a. auch eine Ver6dffentlichung von 
Lassar-Cohn iiber eine ,,Monochlor-dehydrocholsiure 
C,,H3,0,C1, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der XVI. Mit- 
teilung dieser Reihe!) unser Interesse erregte.*?) Lassar-Colhn hat 
diese Monochlor-dehydrocholséure als Nebenprodukt bei der Dar- 
stellung des ,,Bichlor-iso-dehydrocholal C,,H;,0,Cl, aus 
Dehydrocholséiure und Phosphorpentachlorid erhalten. Seine An- 
gaben uber beide Stoffe sind aber nicht ohne weiteres verstandlich. 
Wir haben sie deshalb einer Nachpriifung unterzogen und im An- 
schluB daran noch einige andere Ketonsiéuren der Cholsiuregruppe 
in gleicher Weise mit Phosphorpentachlorid behandelt. 

Lassar-Cohn berichtet uber seine Versuche etwa folgendes: 
Dehydrocholsiiure wurde mit Chloroform ibergossen und in de 
Kalte mit reichlich 4 Molen Phosphorpentachlorid versetzt. Nach- 
dem sie sich geldést hatte, wurde das Reaktionsgemisch durch: 
Waschen mit Wasser von den Phosphorverbindungen befreit. 
Dann wurde das Chloroform abgedampft, der Riickstand in alko- 
holischer Natronlauge gelést und unter Zugabe von Zinkstanb 
lingere Zeit gekocht, mit CO, gesittigt, zur Trockne gedampft 
und mit 90°/jigem Alkohol extrahiert. Der Verdampfungsriick- 





1) Diese Z. 198, 115 (1931). 
*) Diese Z. 16, 499 (1892). 
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stand des alkoholischen Auszuges hinterlieS beim Aufnehmen mit 
Wasser einen schén krystallisierten, in Wasser unldéslichen Stoff, 
das Bichlor-iso-dehydrocholal — aus dem wifrigen Filtrat 
davon hat Lassar-Cohn auf ziemlich umstindlichem Wege seine 
Monochlor-dehydrocholsaure in farblosen Blattchen vom 
Schmelzp. 241° isohiert —, das nach dem Umkrystallisieren aus 
essigsdurehaltigem Alkohol bei 257° schmolz und sich beim Lésen 
in Schwefelsiure und Eitragen der Losung in Wasser in ein 
alkaliunlésliches Isomeres der Dehydrocholsiure, das bei 242° 
schmelzende ,,[so-dehydrocholal (',,H;,0,", verwandelte. 

In diesem Bericht sind nach unseren Beobachtungen eine 
Reihe wesentlicher Irrtiimer enthalten. Wir haben zwar Lassar- 
Cohns_,,bichlor-iso-dehydrocholal‘‘ nach seiner Vorschrift ohne 
Schwierigkeit bekommen. Entgegen der Annahme von Lassar- 
Cohn ist es aber nicht unloéslich, sondern nur schwerloslich in 
heiBem Wasser. Es ist, was Lassar-Cohn ebenfalls entgangen 
ist, das Natriumsalz einer Sdure, das erst durch das Um- 
krystallisieren aus essigsiurehaltigem Alkohol zerlegt wird. Die 
zugehorige Siure hat die Formel C,,H,,0,Cl. Sie ist nichts anderes 
als Chlor-3-diketo-7,13-cholensiéiure und wird dem- 
entsprechend durch Verdiinnen ihrer Schwefelséurelésung mit 
Wasser nicht zu alkaliunléslichem ,,I[so-dehydrocholal‘, sondern zu 
alkaliléslicher gewohnlicher Dehydrocholsaéure hydrolysiert. 

Die Bildung von Chlor-diketo-cholensaéure bei der 
Reaktionsfolge von Lassar-Cohn ist leicht zu verstehen. Bei der 
Kinwirkung von Phosphorpentachlorid auf Dehydrocholsiure war 
nicht nur -CO,H in -COCI iibergegangen, sondern auch das O in 
dem besonders reaktionsfahigen >CO von Ring I gegen 2 Cl aus- 
getauscht (I). Dichlor-diketo-cholansiurechlorid ist dann beim 
Kochen mit Natronlauge unter gleichzeitigem Verlust von Chlor- 
wasserstoff zu Chlor-diketo-cholenséure (IIa bzw. IIb) verseift 
worden: 


| | 
CH 


CH CH 
rs 
HO Oe HG s0< H.C U< 
| _— Cl a | | 
clIc CH Clos sCH CIC CH 
ey, ~~ ae i 
OH, CH, CH 
Ia I Ib 


Chlorwasserstoff kann sich sowohl zwischen C* und C? wie 
zwischen C% und C4 abspalten. Was tatsachlich geschieht baw. ob 
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beides nebeneinander geschieht, ist noch nicht ganz klar zu iiber- 
sehen. Unsere Chlor-diketo-cholensiéurepriiparate machten den Hin- 
druck einheitlicher Stoffe. Wenn sie es wirklich waren, wirde 
ihr Verhalten bei der Oxydation mit Permanganat, bei der wir 
bisher nur etwas Isobilianséure als Abbauprodukt isolieren 
konnten, fiir IIb sprechen. 

Die Rieckbildung von Dehydrocholséure aus Chlor- 
diketo-cholenséure durch Schwefelsiure + Wasser entspricht der 
Umwandlung von #-Chlorpropylen in Aceton, die Oppenheim!) 
auf dem gleichen Wege erreicht hat. Sie ist wohl folgendermaBen 
zu formulieren: 


| | | 
CH CH CH 
~, i o™, 
"— i (60,8) oe . (H,0) = ie ria 
CIC CH HO,SO-C CH HO-C CH 
—™~ oe V7 
CH CH CH 


Lassar-Cohns Methode ist natiirlich fiir die Isolierung der 
Dichlor-diketocholansdure mecht geeignet und fiir die Darstellung 
der Chlor-diketocholensaure nicht besonders bequem. Will man die 
Dichlorverbindung fassen, so darf man das Reduktionsprodukt 
aus Dehydrocholséiure und Phosphorpentachlorid nicht mit Alkali 
zersetzen. Wir haben Methanol dazu verwandt, aber nur mit 
mafigem Erfolg. Denn beim Kochen damit wurde ein Teil des 
Dichlor- diketocholenséure-methylesters C,;H3,0,Cl, bereits in 
Chlor-diketocholanséure-methylester C,,H,,0,Cl verwandelt?), der 
mit unverdindertem Dichlor-diketocholansiure-methylester zu- 
sammen in Form eines eine einheitliche Verbindung vortiuschenden, 
durch Krystallisation oder Destillation nicht ohne weiteres trenn- 
baren Gemisches (im folgenden einfach als ,,Estergemisch* be- 
zeichnet) auskrystallisierte. Erst aus der Mutterlauge davon setzte 
sich bei lingerem Aufbewahren allmihlich eine nicht sehr groBe 
Menge (etwa 15°/, der angewandten Dehydrocholsaure) von reinem 
Dichlor-diketocholans&éureester ab. Es wird wohl mdglich 
sein, die Ausbeute daran erheblich zu verbessern, indem man das 





') Liebigs Ann. Supl. 6, 357. 

*) Bei der Leichtigkeit, mit der Dichlor-diketo-cholansaure Chlorwasser- 
stoff verliert, ist nicht ausgeschlossen, daB bereits in dem Reaktionsprodukt 
aus Dehydrocholsiure und PCl, etwas Chlor-diketo-cholensiure vorhanden 
ist. Vgl. die Einwirkung von PCI, auf Dehydrocholsdure-athylester (Ver- 
suchsteil!). 





168 W. Borsche und A. L. Morrison, 


rohe Dichlor-diketocholansaéurechlorid mit Methanol bei gewéhn- 
licher Temperatur oder in der Warme unter gleichzeitigem Ein- 
leiten von Chlorwasserstoff reagieren li8t. Vorlaufig haben wir 
uns nicht weiter mit dieser Aufgabe befaBt, weil wir uns vor allem 
fiir die ungesattigte Monochlorverbindung interessierten. Auch bei 
ihrer priparativen Gewinnung hatten wir anfangs mit Schwierig- 
keiten zu kimpfen. Denn beim Erwérmen des Estergemisches 
mit einem maBigen UberschuB von Alkali wird der iiberschiissige 
Chlorwasserstoff sehr viel langsamer daraus abgespalten, als man 
es nach der Kmpfindlichkeit des Dichlor-diketocholanséure-methy]- 
esters gegen kochendes Methanol erwarten sollte. SchlieBlich sind 
wir in sehr einfacher Weise zum Ziel gekommen, indem wir das 
Séuregemisch, das wir durch Verseifen des Estergemisches er- 
halten hatten, kurze Zeit uber semen Schmelzpunkt erhitzten. 
Dabei entstand unter lebhafter Chlorwasserstoffentwicklung ana- 
lytisch einheitliche Chlor-diketocholensaéure C,,H,,0,Cl, die 
durch Krystallisation aus Ejisessig leicht véllig gereinigt werden 
konnte. Sie ist so auch in gréBeren Mengen bequem zuginglich und 
hat uns vor allem zu einem neuen U bergang aus der Cholsiure- 
reihe in die Lithocholsaurereihe gedient. Bei der Reduktion 
nach Clemmensen lieferte sie nimlich, ohne daB Chlor heraus- 
genommen oder die Athylenbindung in Mitleidenschaft gezogen 
wurde, Chlor-3-cholenséure C,,H;,0,Cl, die sich durch Lésen 
in Schwefelsiiure und Einriihren in Eiswasser ahnlich gut wie 
Chlor-diketocholensiéiure zur zugehdrigen Ketonséure Dehydro- 
lithocholsiure C,,H,,0, hydrolysieren lieB. Die freie Saure 
stimmte ebenso wie ihr Methylester und das Oxim des Methy]l- 
esters in ihren Eigenschaften vollkommen mit den einschligigen 
Angaben der Literatur!) tiberein. Durch konzentrierte Salpeter- 
siure wurde sie auch in rohem Zustande ganz glatt zu Litho- 
biliansiure C,,H3,0, oxydiert, wahrend Chlorcholenséure da- 
mit kein krystallisiertes Abbauprodukt ergab. | 

AuBer Dehydrocholsiéure haben wir, wie erwahnt, auch nocl: 
einige andere Ketonsaéuren der Gallensiuregruppe in trockenem 
Chloroform mit Phosphorpentachlorid reagieren lassen, und zwar 
zuerst Dehydro-desoxycholsiure (Diketo-3,7-cholansiéure 
Cy,H3,0,. Wir haben aus ihr bei unserer Arbeitsart ebenfalls ein 


24 


Gemisch von gesiittigtem Dichlor-3,3-keto-7-cholansaure- 


1) Wieland u. Weyland, Diese Z. 110, 135 (1920); Borsche u. Hall- 
waB, Ber. chem. Ges. 55, 3327 (1922). 
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methylester C,;H3g0,Cl, und ungesittigtem Chlor-38-keto- 
7-cholensaéure-methylester OC,,H..0,Cl bekommen, dieses 
Gemisch zum Gemisch der Séuren verseift und daraus durch 
Erhitzen auf etwa 250° bis zum Aufhéren der Gasentwicklung 
analytisch reine Chlor-keto-cholenséure C,,H3;0,Cl von ein- 
heitlicher Krystallform gewonnen. Die Schmelzpunkte der Séure 
und ihres Methylesters waren aber trotzdem nicht scharf (195 bis 
199° bzw. 131—135°). Wir halten es deshalb nicht fiir aus- 
geschlossen, daB in den analysierten Praparaten ein Gemisch der 
beiden ungesiattigten Siuren vorlag, mit deren Bildung bei der 
Chlorwasserstoffabspaltung aus  Dichlor-keto-cholansiure — zu 
rechnen ist. 

SchlieBlich haben wir auch Diketo-7,13-cholansdure, 
Bilianséure, Isobilianséiure und Desoxybilianséure zu 
einigen vorliufigen Versuchen benutzt, die wir noch nach ver- 
schiedenen Richtungen abandern und weiterfiihren wollen, Unter 
den in der vorliegenden Mitteilung beschriebenen Bedingungen 
wurden sie durch Phosphorpentachlorid alle nur in die zugehérigen 
Saurechloride verwandelt, die sich dann beim Erwirmen mit Metha- 
nol zu den neutralen Estern umsetzten. Ob Ciliansaure sich 
ebenso verhilt, ist vorlaiufig noch zweifelhaft. Wir werden spater 
darauf zuriickkommen. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Dehydrocholsaure und Phosphorpentachlorid. 


Darstellung von _ ,,Dichlor-iso-dehydrocholal (Chlor- 
diketocholensiure (C,,H;,0,Cl) nach Lassar-Cohn. 


16 g Dehydrocholsiiure wurden mit 160 cem Chloroform iiber- 
gossen und mit 33 g (4 Mol) Phosphorpentachlorid in kleinen An- 
teilen versetzt. Sie lésten sich bei 6fterem Umschiitteln allmih- 
lich unter gelinder Gasentwicklung. Nach 8 Stunden wurde die 
Lésung in Wasser eingeriihrt, im Scheidetrichter damit durch- 
geschiittelt, abgetrennt und abdestilliert. Der Riickstand wurde 
in 500 cem 20°/,iger alkoholischer Natronlauge gelist, etwas 
Zinkstaub hinzugefiigt und 24 Stunden gekocht. Dann wurde mit 
CO, gesittigt, zur Trockne gedampft und das zuriickbleibende 
Salzgemisch mit 90°/,igem Alkohol extrahiert. Der Extrakt binter- 
he8 beim Abtreiben des Alkohols einen Stoff, der sich beim Dige- 
rieren mit kaltem Wasser nur zum Teil liste. Der ungeléste Teil 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII. 12 
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lieB sich aber durch kochendes Wasser vollig in Losung bringen. 
fr war das schwerldsliche Natriumsalz einer Séure, die aus 
der heiBen Losung durch Salzséure in voluminésen weiben Krystall- 
flocken ausgefallt wurde. Aus KHisessig -+- Wasser krystallisierte sie 
in feinen Nadeln vom Schmelzp. 252° (Lassar-Cohn: 257°). Aus- 
beute etwa 3 g. Zur Analyse wurde sie im Vakuum bei 118° iiber 
Atzkali getrocknet; die erhaltenen Werte stimmten auf die Formel 
(,,H.,0,Cl der Chlor-diketo-cholensiure. 


2,550 mg Substanz gaben 6,420 mg CO, und 1,690 mg H,0O. 


0,2347 g »» verbrauchten 5,83 ccm 0,1/n-NO,Ag (Baubigny). 
C,,H,,0,C1 Ber. C 68,49°/, H 7,80°/, Cl 8,44°/, 
Gef.  ,, 68,66 » 7,42 , 8,82 


Der Methylester der Siure entstand leicht bei 3 stiindigem 
Erwirmen von 1g mit 20 cem 5°/,iger methanolischer Schwefel- 
siure. Beim Erkalten krystallisierte er in farblosen Blattchen aus, 
die nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Methanol bleibend 
hei 193° schmolzen. Zur Analyse wurden sie im Vakuum bei 100° 
uber Atzkali getrocknet. 

2,205 mg Substanz gaben 5,575 mg CO, und 1,580 mg H,0. 

C,.H,,0,C1 Ber. C 69,05°/, — -H 8,05°/, 
Cef.  ,, 68,95 » ote 

Das Dioxim des Esters krystallisierte aus Methanol in 
langen, farblosen Nadeln vom Schmelzp. 257°, Mischschmelzpunkt 
mit dem Dioxim anderer Herkunft unverindert. 


Darstellung und Eigenschaften des ,,Estergemisches”. 


40 ¢ Dehydrocholsiiure wurden in 200 cem Chloroform auf- 
veschwemmt und nach und nach 80 g (fast 4 Mol)1) Phosphor- 
pentachlorid hinzugefiigt. Nachdem sich alles klar geldést hatte, 
wurde wie vorher mit Eiswasser zersetzt und ausgewaschen, die 
Chloroformschicht eimige Stunden iiber Chlorcalcium getrocknet 
und abdestilliert. Den Riiekstand, der zum Teil erstarrte, kochten 


wir 2 Stunden mit 200 cem Methanol. Schon beim Erkalten der 


Lésung schieden sich Krystallblattchen ab, die roh bei 166—169°, 
nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Methanol bleiberfd bei 
178—179° schmolzen. Ausbeute etwa 20 ¢. Zur Analyse wurden 
sie ber 100° im Vakuum getrocknet. 


') 3 Mol Phosphorpentachlorid geniigen, wie wir spater durch einen 
Reihenversuch mit 1, 2, 3 und 4 Molen feststellten. 
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2,250 mg Substanz gaben 5,400 mg CO, und 1,600 mg H,0. 


0,2725 g - » 09,1387 g AgCl. 
0,2226 g ” »  O,1186¢ AgJ. 
(,-H,,0,Cl, Ber. © 63,90°/, H 7,66°/, Cl 15,079/, OCH, 6,60°/, 
(,.H,;0,C1 9 », 69,04 »» 8,05 » 8,17 ~~» sae 
Gef. ,, 65,46 » 4,96 » 12,03 # 7,03 


Molekulargewicht: 0,0086 g¢ Substanz in 0,0953g¢ Campher  gaben 
5,09 Schmelzpunktserniedrigung. 
C,,H3,0,Cl, Ber. Mol.-Gew. 471 Gef. Mol.-Gew. 451. 


Aus der Methanolmutterlauge vom rohen_ ,,Estergemisch*‘ 
<etzte sich bei lingerem Aufbewahren allmihlich ein zusammen- 
hangender Kuchen von langen, feinen Nadeln ab, die nach dem 
Umkrystallisieren (aus Methanol) bis zur Schmelzpunktskonstanz 
bei 148° sechmolzen und zur Analyse im Vakuumexsiceator tber 
SO,H, getrocknet wurden (Ausbeute 6g). Sie erwiesen sich als 
Dichlor-diketo-cholanséure-methylester: 

1,780 mg Substanz gaben 3,765 mg CO, und 1,420 mg H,0O. 

0.2087 g - verbrauchten 9,05 ccm 0,1 n-NO,Ag. 

0,1494 g ‘a gaben 0,0791 g AgJ. 

C,.H,,0,Cl Ber. C 63,909/, H 7,66°/, Cl 15,079), OCH, 6,60°/, 
Gef. ,, 64,33 », 8,00 ,, 15,40 » 6,98 

Das Estergemisch léste sich spielend leicht in Benzol, Chloro- 
form und Athylacetat. Dagegen lieB es sich aufer aus Methanol 
auch aus Ather, Lig. oin, verdiinnter Essigsiure oder verdiinntem 
Aceton gut umkrystallisieren. Es setzte sich in unregelmaBig be- 
vrenzten Blattechen daraus ab, die in allen Fallen unverandert bei 
178—179° schmolzen. 

2 ¢ des Estergemisches wurden in einem evakwerten Schwert- 
kélbchen erhitzt. Unter 15 mm destillierten sie fast restlos als 
gelbliche, schnell erstarrende Fliissigkeit tuber; Siedep. 15 mm 335 
bis 340°. Eine Zersetzung war dabei nicht wahrzunehmen. Es 
war aber doch Chlorwasserstoff abgespalten. Denn das Destillat 
schmolz bereits nach dem ersten Umkrystallisieren aus Methanol 
etwas hoher als das Ausgangsmaterial, und durch weiteres Um- 
krystallisieren aus J.igroin lieB sich schlieBlich reiner Chlor- 
diketo-cholenséiure-methylester vom richtigen Schmelz- 
punkt 198° daraus isolieren. 

Als wir bei der Darstellung des Estergemisches das Methanol 
durch Athvlalkohol ersetzten, bekamen wir das entsprechende 
Gemisch von Dichlor-diketo-cholanséure-athylester und 
Chlor-diketo-cholenséiure-ithylester, das aus Alkohol in 


12* 
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unregelmiBigen, bei 146—147° schmelzenden Blattchen krystalli- 
sierte. 
2,390 mg Substanz gaben 5,770 mg CO, und 1,625 mg H,0O. 
C,,H,,0,Cl, Ber. © 64,53°/, H 7,83°/, 
C,,H,,0,Cl 1» gy 69,55 »» 8,25 
Gef. ,, 65,84 5 Ok 
Dasselbe Estergemisch entstand auch, als wir Dehydro- 
cholsiure-ithylester (2,15 g) in Chloroform (20 cem) mit Phosphor- 
pentachlorid (4,2 g) reagieren lieBen; Aufarbeitung wie iblich. 
Nach dem Abdestillieren des Chloroforms erstarrte der Riickstand 
zu einem Krystallbrei, der nach einmaligem Umlésen aus Athyl- 
alkohol bei 146—147° schmolz. 


Verseifung des Estergemischs. 


Wir lésten 20 g des Gemischs in 400 ccm Methanol und kochten 
sie mit 50 cem 10°/jiger methanolischer Natronlauge 3 Stunden 
auf dem Wasserbad. Dann wurde die Hauptmenge des Methanols 
abdestilliert, der Riickstand in siedendem Wasser gelést und mit 
verdiinnter Salpetersiéure ausgefallt. Der Niederschlag — das 
Filtrat davon gab mit Silbernitrat kraftige Cl’-Reaktion! — 
schmolz nach dem Umkrystallisieren aus 70°/jiger Essigsiure bei 
245° unter lebhafter Gasentwicklung. Beim Verestern mit Diazo- 
methan ergab er wieder das Hstergemisch vom Schmelzp. 177 
bis 178°, 

Auf viele weitere Versuche, die Verseifung so zu leiten, dab 
sie schnell und mit guter Ausbeute zu Chlor-diketo-cholensaure 
fihrte, wollen wir hier nicht im einzelnen eingehen, da keiner 
davon zu diesem inzwischen auf anderem Wege erreichten Ergebnis 
fiihrte. Kbenso wollen wir nur kurz erwahnen, 

daB wir bei der Oxydation des Sauregemischs mit heiber 
Permanganatlésung (7 g in 800 cem siedender 0,5°/jiger Natron- 
lauge, 182 ccm 4°/jiger Permanganatlosung) etwa 0,5 g fast reiner 
Dichlor-diketo-cholansaure erhielten, die nach mehrmaligem: 
Umkrystallisieren aus 50°/jiger Essigsiure bei 237° schmolz und 
mit Diazomethan sogleich den Methylester vom _ richtigen 
Schmelzp. und Mischschmelzp. 148° lieferte; 

daB wir das Séuregemisch durch Loésen in Schwefelsiure 
und Ausfiillen mit Wasser glatt wieder in Dehydrocholsaure 
zurickverwandeln konnten; 
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daB es bei der Reduktion nach Clemmensen ein Gemisch 
von Cholanséiure und Chlor-cholensiéure ergab, das auch 
nach dem Verestern mit Diazomethan durch Umkrystallisieren 
nur schwierig zu trennen war. Der Chlor-cholensiure-methy]- 
ester daraus schmolz schlieBlich bei 120° und ergab bei der Analyse 
folgende Werte: 


2,760 mg Substanz gaben 7,535 mg CO, und 2,555 mg H,0O. 


5,905 mg “a » 93,640 mg AgJ. 
C,,H490,C1 Ber. C 73,80°/, H 9,92°/, OCH, 7,63°/, 
Gef. ,, 74,40 », 10,36 i» wae 


Versuche mit Dichlor-diketo-cholansiure- methylester. 


Prifung auf Bestiéndigkeit: 1 g des Esters wurde 3 Stun- 
den mit 20 cem Methanol gekocht. Beim Abkihlen krystallisierte 
zuerst .,Estergemisch’* vom Schmelzp. 178° aus, aus dem Filtrat 
davon nach einiger Zeit reines Ausgangsmaterial vom Schmelz- 
punkt 148°. 

Dichlor-dioximino-cholanséure-methylester: 0,5 g 
des Esters in 20 com Methanol wurden 3 Stunden mit 0,3 g Hydr- 
oxylamin-chlorhydrat und 0,6 g Natriumacetat in einigen Tropfen 
Wasser gekocht. Schon nach 1/, Stunde fing das Dioxim an aus- 
zufallen. Aus Methanol krystallisierte es in farblosenBlittchen vom 
Schmelzp. 264—265°. Zur Analyse wurden sie im Vakuum bei 
118° getrocknet. 


6,785 mg Substanz gaben 0,347 ccm N (20°, 752 mm). 


4,735 mg “a » 0,240 cem N (22°, 752 mm). 
Cy, H3,0;N3 Ber. WN 9,13°/, 
C,;H,,0,N.CI, - N 5,60°/, Gef. N 5,90, 5,80°/, 


Dehydrocholsaéure-methylester-trioxim +) schmilzt bei der 
gleichen Temperatur, hat aber einen bedeutend héheren N-Gehalt 
(vgl. oben). 

Verseifung: 1 g Ester in 20 ccm Methanol wurde 3 Stunden 
mit 1 cem Natronlauge (= 0,25 g NaOH) gekocht, eingedampft, 
in kochendem Wasser gelést und mit verdiinnter Salpetersiure 
ausgefallt. Nach dem Umkrystallisieren aus Essigsiiure schmolz 
die Saéure bei etwa 240° unter Gasentwicklung. Eine Cl’-Bestim- 
ioung im Filtrat zeigte, daB wahrend der Verseifung 1,5°/, Cl 
‘etwa 10°/, des vorhandenen) abgespalten war. Bei der Veresterung 
der Saéure mit Diazomethan entstand dementsprechend kein ein- 


') Borsche, Ber. chem. Ges. 52, 1359 (1919). 
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heitlicher Stoff, sondern ein Gemisch, das sich aus Methanol zum 
Teil in derben Prismen (Schmelzp. 170°, nach nachmaligem Um- 
krystallisieren 178°; ,,Estergemisch*’), z. B. in feinen Nadeln 
(Schmelzp. 146—147°, Dichlor-diketo-cholansiure-methylester) aus- 
schied. 

Chlor-diketo-cholensiiure C,,H,,0,Cl. 

5 g des ,,Siuregemisches (Schmelzp. 245°) wurden im Olbade 
auf 250—255° erhitzt, bis die beim Zusammenschmelzen sogleich 
einsetzende Chlorwasserstoffentwicklung beendet war. Die 
Schmelze firbte sich dabei braun und erstarrte beim Erkalten 
krystallinisch. Sie wurde in Eisessig gelést, einige Stunden mit 
Tierkohle erwarmt und nach dem Auskrystallisieren noch zweima! 
aus etwa 50°/jiger Essigsiure umkrystallisiert. Sie schmolz danacli 
bleibend bei 252—253°; Ausbeute 60°/, des Ausgangsmaterials uni 
mehr. Zur Analyse wurde sie im Vakuum bei 118° iiber Atzkali 





setrocknet. 
2,690 mg Substanz gaben 6,745 mg CO, und 1,975 mg H,0. 
0,2128 g - verbrauchten 5,29 ccm 0,1/n-NO,Ag. 
C,,H,,0,C1 Ber. C 68,49°/, H 7,80°/, Cl 8,44°/, 


Gef. ,, 68,39 »» 8,22 », 8,82 

Die Alkalisalze der Chlor-diketo-cholensaure sind in 
kaltem Wasser auBerordentlich wenig léslich. Die Saéure lést sich: 
also in der Kalte nicht merklich in verdiinnter Alkalilauge oder 
Alkalicarbonatlésung und ist wohl darum von Lassar-Cohn fir 
einen neutralen Stoff gehalten worden. 

Der Methylester der Chlor-diketo-cholenséure und da- 
Dioxim des Methylesters sind schon weiter oben beschrieben. 
Die Priparate davon aus Chlor-diketo-cholenséure stimmten 1 
Kigenschaften und Zusammensetzung vollig mit den aus ,,Dichlor- 
iso-dehydrocholal* gewonnenen iiberein. 

Analyse des Methylesters (im Vakuum bei 118° getrocknet): 

2,645 mg Substanz gaben 6,665 mg CO, und 2,015 mg H,0. 


C,,H,,0,Cl Ber. C 69,05°/, H 8,059/, 


Gef.  ,, 68,72 », 8,02 
Analyse des Methylester-dioxims (im Vakuum bei 118° getrocknet): 
6,295 mg Substanz gaben 0,334 ccm N (21°, 767 mm). 
C,;H;,0,N,Cl Ber. N 6,03°/, Gef. N 6,22°/, 
Bei der katalytischen Reduktion der Chlor-diketo- 
cholensiure in piperidinhaltigem Methanol (Katalysator kollo- 
idales Pd) haben wir je nach den in ihren Einzelheiten noch aus- 
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guarbeitenden Versuchsbedingungen Chlor-3-diketo-7,13-cho- 
lansiure-methylester oder Cl-freien Diketo-7,13-cholan- 
siure-methylester erhalten. 


Dehydrocholsiiure C,,H,,0, aus Chlor-diketo-cholensiiure C,,H,,0,C1. 

Wir trugen 2,1 g Chlor-diketo-cholensiure in kleinen Anteilen 
in 10 eem konzentrierter Schwefelséiure ein, die wir auf dem Wasser- 
bade auf 50—55° hielten. Sie lésten sich unter langsamer Chlor- 
wasserstoffentwicklung, die nach 2 Stunden aufhdrte. Die dunkel- 
braune Lésung wurde unter gutem Rihren in 300 cem Eiswasser 
eingetropft, der Niederschlag aus verdiinnter Natronlauge um- 
cefallt und nachher wiederholt aus Essigsiure umkrystallisiert. Kr 
erwies sich als reine Dehydrocholsiure (farblose Nadeln vom 
Schmelzp. 237°, Schmelzp. des Methylesters 239°, des Methyl- 
ester-trioxims 265—266°; Mischschmelzpunkte mit Vergleichs- 
praiparaten aus Dehydrocholsiure unverindert). 





Chlor-cholensiiure C,,H,,0,Cl. 


Aus Chlor-diketo-cholensiure durch Reduktion nach 
Clemmensen: 42 der Diketosiure wurden mit 32g amalga- 
mierten Zinkspinen, 120 cem E[isessig und 150 cem rauchender 
Salzsiure 2 Stunden unter RickfluB gekocht. Nach dem Er- 
kalten wurde die klare Fliissigkeit von den Zinkresten abgegossen, 
auf denen sich der ungeléste Teil des Reduktionsproduktes nieder- 
geschlagen hatte. Er wurde ihnen durch Auskochen mit Kisessig 
entzogen. Die rohe Chlorcholensaure setzte sich in farblosen 
Harztropfen daraus ab, die am nachsten Morgen krystallin er- 
starrt waren; Ausbeute 1,25 g, Schmelzp. 155—160°. 

Die Eisessigmutterlauge davon wurde ebenso wie die von den 
Zinkspanen dekantierte Losung (vgl. oben) in Wasser eingeriihrt. 
Der Niederschlag wurde abgesaugt, in Ather gelést und nach dem 
Trocknen und Abdestillieren des Athers wie die zuerst ge- 
wonnene Menge der Séure durch Kochen mit methanolischer 
Schwefelsiure in Chlorcholenséiure-methylester tbergefiihrt, 
der nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Methanol bleibend bei 
120° schmolz. 

Zur Verseifung kochten wir 2g des Esters in 250 cem 
Methanol 3 Stunden mit 5 eem 2 n-Natronlauge, lieBen erkalten, 
fillten die Sdure durch Einrithren der Lésung in 1000 cem sehr 
verdiinnter Salpetersiure und reinigten sie dureh dreimalige Kry- 
stallisation aus Fisessig, in dem sie auch in der Wiirme nur miBig 
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losheb ist. Sie schmolz danach bei 174—175° und wurde zur 
Analyse im Vakuum bei 120° tiber Atzkali getrocknet. 

2,690 mg Substanz gaben 7,305 mg CO, und 2,320 mg H,0O. 

C,,H5,0.C1 Ber. © 73,40°/, H 9,43°/, 
Gef. _,, 74,06 »» 9,65 

Aus dem Disemicarbazon der Chlor-diketo-cholen- 
siure: 1 g der Séure in 20 ccm Methanol wurde mit je 1 g Semi- 
carbazidchlorhydrat und Natriumacetat in 5 cem Wasser mehrere 
Stunden gekocht, danach hei8 in 500 ccm heifbes Wasser eingerihrt. 
Dabei fiel das Disemicarbazon als feinflockiger, weiBer, gut ab- 
filtrierbarer Niederschlag aus, der sich nach dem Trocknen (im 
Vakuum bei 118°) bis 300° erbitzt nicht sichtbar veranderte. 
Trotzdem er nicht ganz den von der Formel Cyg,H 5,0,N,Cl ver- 
langten Stickstoffgehalt besaB, wurde er auf Chlorcholensaure ver- 
arbeitet. 0,54 g (0,001 Mol) davon wurden mit 0,45 g Natrium 
in 9cem Alkohol 8 Stunden auf 160° erhitzt. Der Rohrinhalt 
wurde nach dem Erkalten mit heiBem Wasser aufgenommen, mit 
verdiinnter Salpeterséure ausgefallt und der Niederschlag durch 
Krystallisation aus Kssigsiéure gereinigt. Er erwies sich danach 
durch Sehmelzpunkt und Mischschmelzpunkt (174—175°) als 
Chlorcholensaéure. Die Ausbeute daran war gering. 


Dehydro-lithocholsiiure C,,H,,0, aus Chlorcholensiiure C,,H,,0,Cl. 

1 g Chlorcholensiure wurde bei Zimmertemperatur in klemen 
Anteilen in 10 cem konzentrierter Schwefelsiure eingeriihrt. Sie 
léste sich darin unter ziemlich Jebhafter Chlorwasserstoffentwick- 
lung. Als diese voriiber war, wurde die Lésung in Eiswasser ein- 
vetropft. Der Niederschlag, der dabei entstand, war chlorfrei und 
nur in heifer Natriumearbonatlésung ldslich. Beim Erkalten 
setzte sich daraus das Natriumsalz als gallertartige Masse ab. 
Die zugehérige Siiure wurde spielend leicht von Eisessig und Ather, 
etwas schwerer von Methanol aufgenommen, krystallisierte aber 
erst, als wir sie mit Hexan fraktioniert aus der Hiilse extrahierten. 
Der erste Auszug enthielt tiberwiegend ein farbloses, amorphes 
Harz. Aus den spiteren schieden sich Krystallkrusten ab, aus 
denen durch wiederholtes Umkrystallisieren aus verdiimntem 
Methanol leicht reine Dehydro-lithocholsiure vom richtigen 
Schmelzp. 140—141° zu erhalten war. 

2,420 mg Substanz (im Vakuum bei 118° getrocknet) gaben 6,820 mz 
CO, und 2,305 mg H,0O. 

C,,H,,0; Ber. C 76,94, H 10,239), 
Gef. —_,, 76,86 s, 10,65 
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Dehydro-lithocholséure-methylester, aus der Sdaure 
durch itherische Diazomethanlésung, krystallisierte aus Methanol 
in farblosen Blattchen und schmolz bei 116—117°. 


2,680 mg Substanz gaben 7,625 mg CO, und 2,510 mg H,0O. 


‘me e« 


C,,H 4,03 Ber. C ‘ 1,32°/5 10,32° - 
Gef. ,, 77,61 » 10,47 
Das Oxim des Dehydro-lithocholsiure-methylesters, 
aus 0,15 g des Esters wie iiblich dargestellt, erhielten wir aus 
Methanol in schénen Nadeln vom Schmelzp. 148°, die wir zur 
Analyse im Vakuum bei 118° trockneten. 
6,615 mg Substanz gaben 0,208 com N (20°, 765 mm). 
C,,14,,03N Ber. N 3,47°/, Gef. N 3,69°/, 


Litho-bilianstiure C,,H,,0, aus roher Dehydro-lithocholsiure. 

0,2¢ der Rohsiéiure wurden im Reagensglase mit 1 ccm 
Salpetersdure D. 1,4 titbergossen. Die Oxydation begann schon in 
der Kalte. Trotzdem wurde bis zum Aufhdren der Stickoxyd- 
entwicklung im Wasserbade erhitzt (etwa 1/, Stunde). Dann wurde 
durch Zugabe von 2 ccm Wasser ausgefallt und abgesaugt. Der 
Filterrickstand wurde nach dem Trocknen mit etwas kaltem 
Ather verrieben und danach aus Eisessig umkrystallisiert. Farb- 
lose Nadelchen vom Schmelzp. 276° (nach dem ‘Trocknen im 
Vakuum bei 118°). 


2,310 mg Substanz gaben 5,820 mg CO, und 1,920 mg H,O. 


Cy, 1 5g0¢ Ber. C 68,20°/, H 9,07°/, 
Gef. _,, 68,71 »» 9,30 


Als wir 0,2 g Chlorcholenséure genau ebenso behandelten, 
setzte die Oxydation erst im siedenden Wasserbad ein und dauerte 
4 Stunden. SchlieBlich entstand, anders als bei der Oxydation 
der Dehydro-lithocholsadure, eine klare Lésung. Der Niederschlag, 
den Wasser darin erzeugte, léste sich glatt in Ather. Ein krystalli- 
slerter Stoff war nicht daraus zu isolieren. 


II. Dehydrodesoxycholsaure und Phosphorpentachlorid. 
Darstellung und Verseifung des ,,Estergemisches”™. 


Die klare Lésung von 2¢ Dehydro-desoxycholsiure in 20 cem 
Chloroform wurde unter Kiihlung mit Eiswasser mit 3 g Phosphor- 
pentachlorid in kleinen Anteilen versetzt und nach 8 Stunden 
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weiterverarbeitet wie unter I. beschrieben. Der Riickstand vom 
Abdestilieren des Chloroforms wurde 2 Stunden mit 5 eem 
Methanol gekocht. Aus der Lésung schied sich beim Erkalten das 
Hstergemisch als allmihlich krystallisierendes Ol ab. Schmelzp. 
des rohen Produktes 99—103°, des aus Methanol umkrystalli- 
sierten 101—103°; Ausbeute 1,2 g. 

2,670 mg Substanz (im evakuierten Exsiccator getrocknet) gaben 


6,600 mg CO, und 1,995 mg H,0. 
0,2435 g Substanz verbrauchten 8,35 cem 0,1/n-NO,Ag. 


C,.H,,0,Cl, Ber. © 65,64°/, H. 8,32°/, Cl 15,40°/, 
COL! » +» moet .. 8,80 » 8,46 
Gef. ,, 67,41 , 8,36 ,, 12,47 


Das ,,Siuregemisch* daraus schmolz nach dem Um- 
krystallisieren aus 70°/jigem Alkohol bei 190—192°, 
0,1539 ¢ Substanz verbrauchten 5,64 ccm 0,1/n-NO,Ag. 
C,,H,,0,Cl, Ber. Cl 15,95/, 
C,,H,,0,C1 > oy 8,74 Gef. Cl 13,00°/, 
Durch Lésen in konzentrierte Schwefelsiure und Eintragen 
in Kiswasser wurde es glatt wieder in Dehydro-desoxychol- 
siiure (Schmelzp. nach einmaligem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Alkohol 186—188°, Ausbeute 0,35 g aus 0,5 g) zuriick- 
verwandelt. 


Chlor-3-keto-7-cholensiiure €,,H,.0,C1. 


Als wir 2¢ des Sauregemisches (Schmelzp. 190—192°) aut 
205—210° erhitzten, verlief die Chlorwasserstoffentwicklung so 
trige, daBb wir sehr bald auf 245° hinaufgingen und sie bei dieser 
Temperatur zu Ende fithrten. Die Schmelze erstarrte krystallin. 
Aus 70°/,iger Essigsiiure erhielten wir sie in farblosen Naédelchen 
vom bleibenden Schmelzp. 195—199° (im Vakuum bei 118° wber 
Atzkali getrocknet). 


2,645 mg Substanz gaben 6,890 mg CO, und 1,990 mg H,0. 


0,2528 ¢ - verbrauchten 6,36 ccm 0O,1/n-NO,Ag. 
C,,H,,0,C1 Ber. C 70,90°/, H 8,61°/, Cl 8,74°/, 
Gef. ,, 71,04 ,» 38,42 »» 3,93 


Chlor-keto-cholensiure-methylester (aus der Saéure mit 
iitherischer Diazomethanlésung) krystallisierte aus Methanol in 
gut ausgebildeten Prismen. Obwohl sie vollkommen einheitlich 
aussahen, schmolzen sie unscharf bei 131—1385°. Das Oxim daraus 
haben wir noch nicht krystallisiert erhalten. 
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III. Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf andere Ketosauren 
der Cholsauregruppe. 


Diketo-7,138-cholanséure und Phosphorpentachlorid. 


2g der Saéure wurden in 15 cem Chloroform bei Zimmer- 
temperatur gelést, mit 3g Phosphorpentachlorid umgesetzt und 
nach 3 Stunden weiterverarbeitet wie vorher. Der Riickstand der 
(bloroformlésung bildete ein braunes Harz, das durch zweistiindiges 
Kochen mit 5 ccm Methanol in einen Krystallbrei von Diketo- 
cholansiure-methylester tberging. Biischelformig vereinigte, 
farblose Nadeln, Schmelzp. und Mischschmelzp. mit einem Ver 
cleichspriparat 138—140°.1) Ausbeute 1,7 g. 


Bilianséure und Phosphorpentachlorid. 


Wir schwemmten 2,25 g Biliansiiure in 22 eem Chloroform aut 
und iiberlieBen sie bei Zimmertemperatur der Einwirkung von 
4,2 ¢ (4 Mol) Phosphorpentachlorid. Nach 3 Stunden hatten sie 
sich unter langsamer Gasentwicklung fast vollig gelést. Da beim 
Durchschiitteln der Lésung mit Hiswasser reichlich Bilianséure 
zuriickgebildet wurde, dampften wir sie bei einem zweiten Ansatz 
nach dem Filtrieren im Vakuum unter schwachem Erwarmen so 
weit als méglich ein und kochten den gelben, dligen Riickstand 
2 Stunden mit 10 cem Methanol. Daraus schieden sich beim Auf- 
bewahren allmihlich farblose Nadeln ab, die nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Methanol unscharf oberhalb 112° schmolzen. Als wir 
sie mit Ather aus der Hiilse extrahierten, bekamen wir reinen 
Biliansdéure-trimethylester in gut ausgebildeten Prismen vom 
Schmelzp. 129—130°. Ausbeute 1,2 g. 

Pregl hat aus den gleichen Ausgangsmaterialien unter etwas 
anderen Bedingungen  Dichlor - 13,13 - desoxybiliansiure 
C,,H,,0,Cl,, erhalten?) und diese spiter zu Desoxybiliansiure 
reduziert.) 


') Wieckhorst, der den Ester zuerst dargestellt und analysiert hat, 
gibt seinen Schmelzpunkt zu 143—145° an (H. Wieckhorst, ,, Untersuchungen 
iiber £-Diketo-cholansiure usw.‘ Diss. Géttingen 1920, S. 30). 

*) Mh. Chem. 24, 51 (1903). 

3) Privatmitteilung an mich, im AnschluB an meine Veréffentlichung 
Ber. chem. Ges. 52, 342 (1919); siehe dazu auch Schenck, Diese Z. 139, 46 
(1924). Borsche. 
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Isobilianséiure und Phosphorpentachlorid. 


Der Versuch wurde mit 1,1 g Isobiliansaiure auf ganz dieselbe 
Weise durchgefihrt. Das Reaktionsprodukt krystallisierte aus 
verdinntem Methanol in langen, farblosen Nadeln, die Cl-frei 
waren und fir sich und mit Isobilianséure-trimethylester 
vemischt bei 97—98° schmolzen. Ausbeute 0,55 g. 


Desoxybiliansiure und Phosphorpentachlorid. 


Das Reaktionsprodukt aus 2,2 g Desoxybiliansaure, ein glasiges, 
velbes Harz, ergab beim Kochen mit Methanol eine braune Lésung, 
aus der beim Erkalten Desoxybiliansiure-trimethylester in 
tarblosen, glinzenden Nadeln vom Schmelzp. 119—120° (nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus Methanol) herauskam. Aus- 
heute 1,4 g. 

8,435 mg Substanz gaben 12,135 mg AgJ. 

C',-H,.0, Ber. OCH, 19,46°/, Gef. OCH, 19,01°/, 


Kur die Durchfiihrung der vorhegenden Untersuchung hatte 
der Carnegie Trust for the Universities of Scotland dem 
einen von uns ein Research Scholarship gewahrt, fiir das wir ihm 
ebenso herzlich danken wie der I. D. Riedel-E. de Haén A.-G. 
in Berlin-Britz fir das uns giitigst tiberlassene Ausgangsmaterial 
fiir unsere Versuche. 
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Uber das Sapogenin der Guajakrinde. II. 
Die Identitat des Guagenins mit dem Zuckerriibensapogenin. 
Von 


E. Wedekind und W. Schicke. 


(Aus dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule Hannover-Minden),. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1931). 


Vor kurzem berichteten Wedekind und Schicke!) ttber die 
Darstellung eines kristallisierten Sapogenins aus der Guajakrinde. 
Durch hydrclytische Spaltung von Guajakrindensaponin Merck 
mit Schwefelsiure wurde eine bei 310° schmelzende Monooxy- 
monocarbonsaure erhalten, fiir die wir den Namen Guagenin vor- 
schlugen. Die analytischen Daten, sowohl des Guagenins selbst 
als auch seiner Derivate stimmten auf die Formel Cy )H,,05. 

Die Schmelzpunkte des Guagenins und seiner Derivate 
machten es wahrscheinlich, daB das Endsapogenin der Guajak- 


rinde mit dem Zuckerriibenendsapogenin — das ebenfalls eine 
Monooxy-monocarbonsiure ist — identisch ist. Zum Vergleich 
y 24 


haben wir die Ribenharzsiure aus dem Schlamm der Absatz- 
gruben durch Spaltung mit verdiinnter Schwefelséure dargestellt. 
Wir erhielten so das in feinen Nadelchen kristallisierende [nd- 
sapogenin vom Schmelzpunkt 310°, aus dem wir durch Kochen 
mit Essigsiureanhydrid das Monoacetylderivat, das bei 267° 
schmolz, gewannen. Der Mischschmelzpunkt des Acetylderivates 
der Riibenharzsaiure mit dem bei 268° schmelzenden Acetylguagenin 
ergab keine Depression: die Ribenharzsiiure und das Guagenin 
sind identisch; auch das spezifische Drehungsvermégen des Gu- 
agenins und der Riibenharzsiure stimmt praktisch wberein. 
Das Sapogenin der Zuckerriibe ist in letzter Zeit von van der 
Haar?) und Rehorst*) naiher untersucht worden. Van der 


1) Wedekind u. Schicke, Diese Z. 195, 132 (1931). 
*) van der Haar, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 46, 775, 793 (1927). 
%) Rehorst, Ber. chem. Ges. 62, 519 (1929). 
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Haar stellte fest, daB die von Andrlik und Votoéek!) fir das 
Sapogenin aufgestellte Formel C,.H,,0, nicht richtig ist und er- 
teilte auf Grund seimer Analysen, der Titration und der Hydroxyl- 
bestiummung nach Zerewitinoff dem Zuckerriibenendsapogenin 
die Formel C,,H;,0,. Er fand, daB die Ribenharzséiure mit der 
Oleanolsiiure (Oleanol Powers)?), einem in freiem Zustand in den 
Blaittern der Olive vorkommenden Stoff und auch mit Caryophyllin 
aus Gewiirznelken identisch ist. Rehorst erteilte dem Sapogenin 
die Formel C3,H4g03, da die Ergebnisse seiner Analysen besser auf 
die um zwei Wasserstoffatome drmere Formel stimmten. 

Wir selbst hatten fiir das Guagenin die Formel Cy 9H4gO3 an- 
vegeben, die auch schon von Dodge?) auf Grund seiner Titrationen 
fiir das Caryophyllin aufgestellt worden war. Da das Guagenin 
und die Riibenharzsiiure identisch sind, miiBte also auch diese die 
Zusammensetzung Cy9HygO, besitzen. Um diese Formel sicher zu 
stellen, haben wir eine tiber das Acetylderivat gereinigte Riiben- 
harzsiure zur Analyse gebracht und wir erhielten Werte, die die 
Richtigkeit der von uns aufgestellten Formel zu bestatigen scheinen. 
Die Analysenergebnisse von Oleanol, Caryophylln, Ribenharz- 
siure und Guagenin sind in der folgenden Tabelle zusammen- 


cestellt. 
C,,H;,0, Ber. C 79,15°/, H_ 10,63°/, 
C..H,.O, ys »» 18,96 .. 10,53 
Oleanol (Power und Tutin) . Gef. C 79,10, 79,10°/, H 10,60, 10,70°/, 
Caryophyllin (van der Haar). ., — ., 79,5°/, ., 10,63°/, 
Riibenharzsiure (Andrlik und 
VEOROOR)« 246 34 se & Ge .. 79,29, 79,18, »» 11,03, 11,11°/, 
79,64 
tiibensapogenin (v. d. Haar) .. 79,36, 79,10°/, ., 11,04, 11,14°/, 
tiibensapogenin ( tehorst) . . 4, .. 79,35, 79,46, .. 10,33, 10,09, 
79,25°/o 10,59°/, 


tiibensapogenin (Wedekind u. 
Schicke) oe aS ee ee 
(i:uagenin (Wedekind und 
Bollieks) .....55+> ww so 78/34, 98,779, ,, 2048, 00064), 


, 79,04, 79,00°/,  ., 10,61, 10,63°/, 


*? 


Wir glauben, da die von uns aufgestellte Formel mit 
30 Kohlenstoffatomen richtig ist; denn die Analysen des iiber die 

1!) Andrlik u. Votoéek, Z. f. Zuckerind. Béhmen 22, 248 (1897/98); 
Ber. Vers.-Stat. Zuckerind. in Prag II. 1898, 11; Neue Riiben-Ind. 40, 39 
(1898); C. IS9S, I 621. 

?) Power u. Tutin, J. Chem. Soc. 93, 891 (1908). 

3) Dodge, J. Am. Chem. Soc. 40, 1917 (1918). 
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Acetvlderivate gereinigten Guagenins und Zuckerriibenendsapo- 
genins ergaben niedrigere Isohlenstoffwerte (fiir Cy 9H,,03: Ber. 
C 78,96°/,, H 10,53°/,, gef. im Mittel C 78,88°/,, H. 10,53°/5) als 
sje von den oben genannten Autoren gefunden wurden. 

Sei den von uns angestellten Oxydationsversuchen wurde 
bisher noch kein Produkt erhalten, welches die gleiche Anzahl 
Kohlenstoffatome enthilt wie das Sapogenin. Is entstehen neutrale 
und saure Produkte, die entweder 29 oder 25 Kohlenstoffatome 
im Molekiil enthalten. Leider ist es uns bisher noch nicht gelungen, 
die abgespaltene Kohlenstoffkette von 5 oder 6 Kohlenstoffatomen 
(entsprechend 380 oder 31 Kohlenstoffatomen im Molekul des 
Sapogenins), die evtl. eine sichere Entscheidung iiber die Formel 
des Sapogenins ermdglichen wiirde, zu isolieren. 


Versuchsteil. 


200 g des Scheideschlammes der Absatzgruben wurden so lange 
mit roher Salzsiure behandelt, bis keine Kohlensiureentwicklung 
mehr auftrat. Der verbleibende Riickstand wurde abkoliert und 
mit viel Wasser ausgewaschen. Das so erhaltene Saponin wurde 
in 1 Liter 5°/jiger Schwefelséure suspendiert und im Autoklaven 
3 Stunden auf 150—160° erhitzt. Das nach dem Erkalten ab- 
gesaugte Sapogenin wurde mit Wasser ausgewaschen und in 
Alkohol aufgenommen. Beim Versetzen der mit Tierkohle ent- 
farbten alkoholischen Loésung schieden sich feine Niadelchen aus, 
die nach wiederholtem Umkristallisieren aus verdiinntem Eisessig 
und verdiinntem Athanol bei 310° schmolzen. 

Acetylierung. 0,2g Riibenharzsiure wurden mit 4 cem 
Kssigsiureanhydrid 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten 
der Lésung schieden sich feine Nadeln aus, die abfiltriert und ge- 
trocknet wurden. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Kisessig und verdiinntem Athanol schmolz das Acetylderivat bei 
267°. Aus 0,2 ¢ Riibenharzsiure wurden 0,13 ¢ des Acetylderivates 
erhalten. 

Der Mischschmeizpunkt mit Acetylguagenin vom Schmelz- 
punkt 268° ergab keine Depression. 

Verseifung des Acetylderivates. 0,1 g des Acetylderi- 
vates wurden mit 10 cem 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
anf dem Wasserbad 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Lésung 
wurde nach dem Erkalten mit Salzsiiure versetzt und der hierbei 
ausfallende Niederschlag in Ather aufgenommen. Der nach dem 








184 E. Wedekind u. W. Schicke, Uber das Sapogenin der Guajakrinde. II. 


Abdestillieren des Athers verbleibende Riickstand wurde in Athanol 
gelést und die alkoholische Lésung in der Hitze bis zur beginnenden 
Krystallisation mit Wasser versetzt. ls schieden sich feine Nidel- 
chen aus, die aus verdiinntem Eisessig und verdiinntem Athanol 
umkrystallisiert wurden. Das Sapogenin beginnt im Réhrchen bei 
304° zu sintern und ist bei 310° geschmolzen. 


4,981 mg Substanz gaben 14,430 mg CO, und 4,72 mg H,0O. 


4,958 mg ro »  14,325mg CO, und 4,70 mg H,0. 
4g9H 4,0 Ber. C 78,96°/, H_ 10,53°/, 
Gef. ,, 79,04, 79,00°/, », 10,61, 10,63°/, 


Fir die Uberlassung von Scheideschlamm zur Darstellung des 
Sapogenins sind wir Herrn Direktor Dr. Dr. ing. e. h. H. Claassen 
in K6ln zu Dank verpflichtet. 
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Uber das Vorkommen von Athylsulfid im Hundeharn 


Von 


Anast. A. Christomanos., 


(Aus der I, Medizinischen Universitatsklinik, Athen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, April 1931.) 


Das Vorkommen von Athylsulfid im Hundeharn wurde zuerst 
von Abel beschrieben, ohne naihere Angaben iiber die zur Aus- 
scheidung kommenden Mengen.?) 

Da uns im Verlaufe einer Arbeit, deren Ziel das Studium des 
Schicksales organischer Schwefelverbindungen im intermediiren 
Stoffwechsel war, die Bestimmung des im Harn vorkommenden 
Athylsulfids von groBer Bedeutung schien, haben wir versucht, 
das normalerweise mit dem Harn ausgeschiedene Athylsulfid 
quantitativ zu fassen. 

Zu diesem Zwecke gingen wir so vor, dafi wir Hunde ver- 
schiedentlich fiitterten und das Athylsulfid in ihrem Harn nach 
der von Abel angegebenen, von uns etwas verinderten Methode 
zu fassen versuchten. Die Methode sei kurz erwihnt: 

Der Harn kam in einen Kolben und wurde dort mit Kalkmilch bis zur 
alkalischen Reaktion versetzt. Der Kolben wurde dabei im Wasserbade bei 
etwa 60° gehalten. Das Athylsulfid, das sich wahrscheinlich im Harn als 
Sulfon vorfindet, wird dadurch in Freiheit gesetzt.2) Mittels einer Wasserstrahl- 
pumpe wird ein starker Luftstrom durch den Kolben gesaugt, welcher das 
in Freiheit gesetzte Athylsulfid mit sich reiBt und zwecks Reinigung drei 
mit 30°/, HCl gefiillte Waschflaschen und danach zwei mit 45°/, Natron- 
Jauge gefillte Waschflaschen passiert. Danach streicht die mit Athylsulfid 
beladene Luft durch zwei U-Rohren, die mit Atznatron gefiillt sind, zwecks 


Zuriickhaltung des Wasserdampfes. Zur vollkommenen Trocknung geht 
dann die Luft durch einen Chlorcalciumturm hindurch. Das Atznatron in 


1) Abel, Diese Z. 20, 253 (1894). 
*) C. Neuberg u. P. Grosser, Zentrlbl. f. Physiol. 19, 316 (1905). 


doppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII. 13 
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den U-Roéhren muB alle 4 Tage erneuert werden, ebenso das Chlorcalcium. 
Das so getrocknete Athylsulfidgas geht durch einen mit reinster konzentrierter 
Schwefelsaure beschickten Geisslerschen Apparat. Nach dem Geissler- 
schen Apparat ist noch ein Chlorcalciumturm eingeschaltet, welcher dazu 
dient, die evtl. von der Pumpe kommenden Wasserdémpfe von der Schwefel- 
siure abzuhalten. Hinter dem Geisslerschen Apparat ist auch ein Quetsch- 
hahn angebracht, durch den man den Luftstrom der Wasserstrahlpumpe 
regulieren kann. Der Geisslersche Apparat wird mit 10—15 ccm Schwefel- 
siure gefiillt. Die Schwefelsaiure hat die Fahigkeit, das Athylsulfid zu binden 
und scheinbar in Form einer lockeren Verbindung und keiner echten Lésung, 
da die Lésung von Athylsulfid in Schwefelsiure den so charakteristischen 
Geruch des ersteren vermissen laBt. 


Der tiagliche Harn des Hundes wurde nach dem angegebenen 
Verfahren behandelt und der Luftstrom taglich mindestens 
10 Stunden hindurchgesaugt. Die Schwefelsiure im Geissler- 
schen Apparat wurde am Ende jeder Versuchsperiode (7—12 Tage) 
cewechselt, so daB die in der Schwefelséure zuriickgehaltene 
Athylsulfidmenge der einer ganzen Reihe von Tagen entsprach. 
Diese MaBnahme, die Athylsulfidmenge einer Reihe von Tagen 
gemeinsam zu bestimmen, erwies sich als richtig, da wir mit 
geringen Mengen zu rechnen hatten, die bei taglichen Bestim- 
mungen — wie dies der Fall bei unseren ersten Bestimmungen 
war — nicht zu fassen waren. 

Abel konnte nur dann eine griine Nitrososchwefelsaure- 
reaktion mit Athylsulfid erzeugen, als er 12—14 Liter Harn be- 
handelt hatte. Wie sich aber bei meiner Arbeit erwies, ist die 
Nitrososchwefelsadurereaktion!) auf Athylsulfid ziemlich unempfind- 
lich. Empfindlicher ist die Reaktion mit Isatin und Schwefel- 
siure, wobei eine griine Farbe entsteht, die auf der Anwesenheit 
von Athylsulfid beruht. 

Mercaptane, die auch eine griine Reaktion geben, konnten ausgeschlossen 
werden, da sie als schwache Saduren bei der Versetzung des Harns mit Alkali 
gar nicht in Freiheit gesetzt, sondern im Gegenteil gebunden werden. Falls 
jedoch Mercaptane entweichen sollten, so wiirden sie in den mit Natronlauge 


gefiillten Flaschen abgefangen werden. Dadurch kénnen wir als Ursache der 
grinen IJsatin—Schwefelséurereaktion nur das Athylsulfid verantwortlich 


machen, 

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung des Athy!- 
sulfids benutzten wir aber seine Eigenschaft mit Jod, selbst in 
groBer Verdinnung und in stark saurer Loésung eine charakte- 
ristische Additionsverbindung einzugehen, von der Formel 


1) C, Liebermann, Chem. Ber. 20, 3232 (1887). 
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(CyHs)g5Jy.1) Charakteristisch fiir diese Verbindung ist ihr langes 
Schwebenbleiben bei Versetzen emer Athylsulfidlésung mit Jod- 
lésung, um sich nach geraumer Zeit als ein 6liger braunroter 
Niederschlag von eigenartigem Geruch abzusetzen. 

Da nun diese Jodadditionsverbindung ev. auch von anderen 
leicht fliichtigen, dem Athylsulfid ahnlichen Kérpern gegeben 
werden kénnte, haben wir zur besseren Charakterisierung dieser 
fliichtigen S-haltigen Substanz die ihr zugehdrige Quecksilber- 
verbindung hergestellt, um so durch Léslichkeit, Krystallform 
und Schmelzpunkt einen endgiiltigen Beweis dafiir zu erbringen, 
daB die aus dem Hundeharn fliichtige neutrale Verbindung mit 
Athylsulfid identisch ist. 


Die Athylsulfidquecksilberverbindung wurde von Loir?) und Abel als 
eine Additionsverbindung vom Typus (C,H;).SHgCl, mit Schmelzp. 90° 
(Loir) bzw. 119° (Abel) angesehen, F.O. Philips neigt dazu, die Formel 
2(C,H;).S 3HgCl, anzunehmen. Diese Verbindung ist in Wasser unldslich, 
in kaltem Alkohol schwer, im heiBen Alkohol sowie in Ather leicht léslich, 
Der von mir fiir das synthetisch hergestellte Athylsulfid gefundene Schmelz- 
punkt lag zwischen 110 und 114°. Die nach der Abelschen Vorschrift her- 
gestellte Athylsulfidquecksilberverbindung aus dem Hundeharn zeigte einen 


Schmelzpunkt von 110°. 


Nachdem wir nun durch die obenerwahnten Verfahren die 
Identitit unserer leicht fliichtigen Substanz mit Athylsulfid fest- 
gestellt haben, sind wir auf Grund der Jodadditionsverbindung 
zur quantitativen Bestimmung vorgeschritten. 


Die Lésung des Athylsulfids in Schwefelsiure wurde aus dem Geissler- 
schen Apparat entfernt, der Apparat mit einer kleinen Menge konzentrierter 
Schwefelsiure gewaschen und die Schwefelsiuremengen vereinigt. Nun wurde 
ein aliquoter Teil oder die ganze Menge in einen mit eingeschliffenem Glas- 
stépsel versehenen Erlenmeyerkolben gebracht, der eine bei —15° bis — 20° 
gekiihlte Mischung von 20 ccm destilliertem Wasser und 20—30 ccm '/,) n- 
Jodlésung enthielt. Die Temperatur darf dabei nicht tiber 0° ansteigen. 
Durch das verdiinnen der konzentrierten Schwefelsiure wird das Athylsulfid 
in Freiheit gesetzt, was sich durch intensiven Geruch bemerkbar macht. Der 
zur Bestimmung mit Jodlésung versetzte aliquote Teil der Schwefelsaure 
wurde 12 Stunden im Dunkeln stehen gelassen, ebenso eine Kontroll- und 
eine Blindbestimmung, die dieselbe Menge Jodlésung und reiner Schwefel- 
saure enthielt. Nach dieser Zeit scheidet sich an den Wanden und an dem 
Boden des GefaBes eine braune Olschicht ab. Nun wird schnell durch ein 
Glaswollefilter filtriert. Das an den Wanden und an dem Boden verbleibende 
Ol wird mit etwas destilliertem Wasser nachgewaschen und das Waschwasser 





1) Cahours, Ann. d. Chim. et d. Phys. 135, 355 (1865). 
*) A. Loir, Ann. d. Chem. u. Pharm. 107, 234 (1858). 
13* 








Anast. A. Christomanos, 


GO 
2 8) 
_— 








Tabelle 1 














ae In a oe — 
Nummer des panes ne im Harn 
Versuches ; deat teil Tagliches Mittel 
in Tagen | Harnmenge | Athylsulfid bi 
in cem in mg 
1. Hund D,}) 7 1900 1,7 ~ 
. «~ 7 1720 5,3 = 
Be nw 7 1680 | 2.7 ” 
4. Hund G6 10 1900 =—s«550 i 
5. Hund A 10 4150 | —- 40,6 - 
6. Hund F 12 3570 | 77,1 15,33 
. 12 4720 | 864 2,10 
8. - 12 2585 | 83,5 11,60 
9. Hund L 10 2800 55,5 8,64 
me 10 4080 70,0 1,61 
') Hund D, war erst nur einige Monate alt. 





Athylsulfid 
pro Tag 
in mg 





Nahrung wahrend der 
Versuchszeit 


35g Reis + 35g trockenes Pferde- 
fleisch + 20g Fett und Salze 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
etwa 500 g rohes Rindfleisch 
desgl. 
80 g Reis + 80g Fett und Salze 
etwa 500 g rohes Rindfleisch 
desgl. 


100 g Reis -|+ 100 g Fett und 
Salze 
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dem Filtrat hinzugesetzt. Das ganze Filtrat wird gegen '/,, n-Thiosulfat- 
lésung titriert. Als Indicator dient Starke. Die Berechnung erfolgte auf Grund 
der Differenz der vorgelegten und riicktitrierten ccm !/,) n-Jodlésung, unter 
Zugrundelegung des Molekulargewichtes der Jodadditionsverbindung des 
Athylsulfids. Versuche mit reinem von mir synthetisch hergestellten Athyl- 
sulfid haben eine Genauigkeit von -- 4 mg-°/, ergeben. 


Die Resultate sind aus der Tab. 1 ersichtlich. Mit Ausnahme 
des sehr jungen Hundes D,, der bei gemischter Kost eine geringere 
Athylsulfidmenge in seinem Harn aufwies, stimmen die von den 
iibrigen Hunden ausgeschiedenen Mengen ziemlich wherein. Diese 
Hunde, auBer einem, erhielten eine vorwiegende EiweiSernihrung 
entsprechend etwa 500 g rohem Fleisch pro Tag. 

Interessant sind die bei den Hunden F und L erzielten Ergeb- 
nisse, denen nach der Eiwei®ernihrungsperiode eine beinahe reine 
Kohlenhydratfettnahrung gereicht wurde, bestehend aus 80 bis 
100 g Reis und 80—100 g Fett, entsprechend etwa 1,0—1,3 g N, 
und den noétigen Nahrungssalzen. In der ersten Periode der 
exklusiven EiweiBernéhrung (12 Tage bzw. 10 Tage) schied der 
Hund F durchsehnittlich 15,3 g und der Hund L 8,69 g N taglich 
mit dem Harn aus, wihrend in der eiweiBarmen und Koblen- 
hydratfettperiode (12 bzw. 10 Tage) der Hund F die geringe 
Menge von 2,17 g und der Hund L 1,61 g N taglich ausschied. 

Die in dieser Zeit ausgeschiedene Athylsulfidmenge verhielt 
sich in diesen beiden Perioden entgegengesetzt zur Hohe der 
\-Ausscheidung, indem die in der ersten Periode zur Ausscheidung 
gelangte Athylsulfidmenge fiir den Hund F 77,1 mg und in der 
zweiten 86,4 mg betrug. Ebenso verhielt sich der Hund L, indem 
er in der ersten Periode 55,6 mg und in der zweiten 70,0 mg aus- 
schied. Diese Tatsache bedeutet eine relative und, wenn auch in 
geringem Mae, eine absolute Zunahme gegeniiber der Periode 
init der eiweiBfreien Ernahrung; sie ist so zu deuten, daB der bei 
der eiweiffreien Ernihrung im intermedidren Stoffwechsel zer- 
fallende EiweiBanteil reicher an Schwefel ist), so daB der Neutral- 
schwefel bzw. Athylsulfid im Harn nicht nur relativ gegeniiber 
der gesamten N-Menge, sondern auch absolut zunimmt. 


Die absolute Zunahme des gesamten Neutralschwefels bei 
elwelBarmer Ernaihrung wurde schon von Folin?) in seiner zu- 
sammenfassenden Darstellung hervorgehoben. 


") Handbuch der norm. und pathol. Physiologie 5, 894 (1928). 
*) Folin, Amer. J. Physiol. 13, 171 (1905). 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Methode ausgearbeitet, um das nach der 
Abelschen Methode gefaBte Athylsulfid titrimetrisch zu be- 
stimmen. 


2. Die ausgeschiedenen Athylsulfidmengen bewegen sich 


zwischen 4,0 und 7,0 mg pro Tag. 

3. Bei eiweiBarmer, kohlenhydrat- und fettreicher Ernéhrung 
ist die im Harn ausgeschiedene Athylsulfidmenge vermehrt, im 
Gegensatz zu der bei eiweiBreicher Kost beobachteten geringeren 
Menge. 


An dieser Stelle méchte ich Herrn Professor Dr. 8. Livie- 
ratos fur die freundliche Uberlassung der Mittel, die diese Arbeit 
ermoglichten, bestens danken. 
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Differenzen der gasanalytischen und colorimetrischen 
Himogilobinbestimmung bei entmilzten Hunden. 


Von 


Felix Haurowitz und Max Reiss. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem medizin.-chem. Institute und dem Institute fir allgem, und experim. Pathologie 
der deutschen Universitat in Prag ) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1931.) 


In einer Reihe von Arbeiten haben Ray und Stimson!) mit- 
geteilt, daB im Blute entmilzter Hunde die colorimetrische Be- 
stimmung des Hamoglobins nach Stadie wahrend einiger Monate 
nach Entmilzung bedeutend héhere Himoglobinwerte liefert als 
die gasanalytische Bestimmung des Himoglobins nach van Slyke. 
Bei dem von Stadie angegebenen Verfahren wird das Blut durch 
Ferricyankalium oxydiert, das gebildete Methimoglobin durch 
Zusatz von NaCN in Cyanhémoglobin umgewandelt und als solches 
colorimetriert. Bei diesem Verfahren wird also neben dem Oxy- 
hamoglobin auch Methamoglobin mitbestimmt, gegebenenfalls auch 
andere Farbstoffe; dagegen gibt das gasanalytische Verfahren nur 
die Menge des funktionsfaihigen, O,-bindenden Blutfarbstoffes an. 
Ray und Stimson haben wegen des hohen colorimetrischen 
Wertes das Blut ihrer Tiere auf Methimoglobin und andere Farb- 
stoffe untersucht, mit negativem Erfolg; das Blut enthielt — wie 
spektrophotometrische Versuche ergaben ausschlieBlich Oxy- 
himoglobin. Ray und Stimson ziehen daher den SchluB, daB im 
blute ihrer entmilzten Hunde eine farblose Substanz enthalten sei, 
die durch Ferricyanid + NaCN in Cyanhimoglobin umgewandelt 
werde, eine farblose Vorstufe des Himoglobins, die sie alsLeukhimo- 
globin bezeichnen. 

Wir haben die Versuche von Ray und Stimson wiederholt 
und haben ihre experimentellen Befunde vollstindig bestatigen 





1) J. of biol. Chem. 75, 95 (1927); 85, 549 (1929); Amer. J. Physiol. 
S1, 62 (1927); 86, 138 (1928). 
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konnen. Wir haben jedoch weiter gefunden, da die Differenz 
zwischen der gasanalytischen und der colorimetrischen Methode 
verschwindet, wenn man das Plasma durch Waschen mit physio- 
logischer Kochsalzlésung entfernt und an Stelle des Blutes nur die 
Blutkérperchen untersucht. Das abgetrennte Plasma _ enthielt 
keine merklichen Mengen Farbstoff; auch trat nach Zusatz von 
Ferricyankalium + NaCN keine Bildung von Cyanhémoglobin im 
Plasma ein; dagegen war das Plasma in allen Fallen, in denen die 
Differenz zwischen Gasanalyse und Colorimetrie beobachtet wurde, 
deutlich lipaimisch getriibt, im manchen Fiillen milchig weiB. Das 
gleichzeitig entnommene Blut normaler, in gleicher Weise ernahrter 
Hunde gab ein klares Plasma. Mehrere Versuche zeigten uns, daB 
die lipimische Triibung des Plasmas bei der colorimetrischen Be- 
stimmung nach Stadie stért. Sie téauscht eine dunklere Farbung 
und dadureh einen hoheren Gehalt an Blutfarbstoff vor. Der Ein- 
fluB des lipimischen Plasmas auf den Farbton wird besonders 
deutlich, wenn man geringe Schichtdicken des normalen und des 
lipamischen Blutes vergleicht; der 'yndalleffekt des lpamischen 
Blutes wird dann so stark, daB eine deutliche Anderung des Farb- 
tons auftritt und ein exakter Vergleich nicht mehr méglich ist. 

Wir haben auch an die Moéglichkeit gedacht, daB die Lipamie 
das Resultat der Gasanalyse beeinfluBt, denn es ist durch Unter- 
suchungen Litarezeks?) bekannt, da in lipamischem Blut oft 
eine starke Sauerstoffzehrung auftritt. Wir konnten keine solche 
abnorme Sauerstoffzehrung nachweisen. 

Der Zusatz von Ferricyankalium + NaCN ist fiir das Aut- 
treten der Differenzen belanglos. Denn man findet dieselben 
Differenzen, wenn man das lipémische Blut mit ammoniakalischem 
Wasser verdiinnt und das Oxyhamoglobin colorimetrisch mit 
ebenso behandeltem Normalblut vergleicht. Auch hier gibt die 
colorimetrische Methode infolge des st6renden Einflusses der lpa- 
mischen Tribung héhere Hamoglobinwerte als die gasanalytische 
Methode. 

Wir kommen daher zu dem SchluB, daB die Differenzen 
zwischen gasanalytischer und colorimetrischer Be- 
stimmung des Himoglobins bei entmilzten Hunden aui 
das Auftreten einer Lipaimie und das Versagen der 
colorimetrischen Methoden bei stark lipaimischem Blute 
zuruckzufiihren sind. 
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Versuchsteil. 


Operation und Blutentnahme. — Die Milz wurde in 
Athernarkose durch Laparotomie entfernt. Die Blutproben wurden 
1—15 Wochen nach der Operation den Hunden aus der Beinvene 
entnommen und durch Schiitteln mit kleinen Mengen festen 
Kaliumoxalates ungerinnbar gemacht. Die gleiche Blutmenge von 
etwa 10 ccm wurde zu gleicher Zeit einem unter gleichen Be- 
dingungen im gleichen Stall gehaltenen Normalhund entnommen; 
sie diente als Standard. 

Gasanalyse. Je 2cem des mit Luft gesittigten Blutes 
wurden im Blutgasapparat nach van Slyke!) mit Ammoniak und 
Saponin unter Zusatz von Caprylalkohol himolysiert und durch 
Zusatz von Ferricyanidlésung der Sauerstoff in Freiheit gesetzt. 
Fiir die Berechnung der Himoglobinmenge wurde angenommen, 
daB 1,34 ccm (korr.) Sauerstoff 1 ¢ Hamoglobin entsprechen. 

Colorimetrie. Je 0,5 ccm des mit Luft gesittigten Blutes 
wurden nach Stadie*) mit Wasser auf 20 ccm verdiinnt, dann 
0,25 cem 3°/, Ferricyankaliumlésung zugesetzt, nach 20’ 2,5 cem 
0,1°/, NaCN zugefiigt und auf 100 cem aufgefillt. Die so erhaltene 
Cyanhamoglobinlésung wurde mit der aus Normalblut erhaltenen 
Losung im Colorimeter von Wolff, bei einigen Versuchen auBerdem 
im Colorimeter von Dubosq, verglichen. Der Himoglobingehalt 
des Normalblutes war aus der gasanalytischen Bestimmung be- 
kannt. 

In einigen Versuchen wurde ferner 0,5 cem des mit Luft ge- 
sdttigten Blutes mit 0,1°/) Ammoniak auf 100 cem verdiinnt und 
die so erhaltene Oxyhimoglobinlésung mit jener aus Normalblut 
colorimetrisch verglichen. Die Entnahme des Blutes zur colori- 
metrischen Messung geschah stets gleichzeitig und in derselben 
Pipette wie die Entnahme zur Gasanalyse, so daB Konzentra- 
tionsiinderungen durch Sedimentieren, durch Verdunstung u. dgl. 
nicht zu befiirchten waren. 

Spektrophotometrie. Die zur Colorimetrie dienenden L6- 
sungen wurden in einigen Fallen spektrophotometrisch in dem von 
Hiifner angegebenen Apparate untersucht. Die Extinktions- 
koeffizienten in mehreren Bezirken des sichtbaren Spektrums 
wurden nach der friiher von einem von uns*) beschriebenen Methode 
bestimmt. 


1) van Slyke, J. of biol. Chem. 33, 127 (1918). 
*) Stadie, J. of biol. Chem. 41, 237 (1920). 
’) Haurowitz, Diese Z. 138, 68 (1924). 
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1. Beispiel: Hund ,,3°, operiert am 17. VII. 1930; am 10. X. 1930 
Blutentnahme 10 ccm Oxalatblut, gleichzeitig Blutentnahme an einem Normal- 
hund. Gasanalyse ergibt fiir den Normalhund 0,630 ccm O, (22°, 748 mm), 
d. i. 19,7°/, Hamoglobin, fiir den operierten Hund 0,500 cem Og, d. i. 15,4°/, 
Hamoglobin; colorimetrische Bestimmung nach Stadie ergibt fiir Hund ,,3° 
18,39/, Cyanhamoglobin, colorimetrische Bestimmung in verdiinntem 
Ammoniak 18,5°/, Oxyhimoglobin. — Zur Spektrophotometrie wurde je 
Iecm mit 0,1°/, NH, auf 100ccm aufgefillt (— Oxyhamoglobinlésung). 
An acht Stellen des Spektrums wurde die Absorption gemessen; die ge- 
fundenen Extinktionskoeffizienten wurden durch die gasanalytisch ermittelte 
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Die ausgezogenen Linien zeigen die Absorptionskurven des Blutes vom Normalhund, die ge- 
strichelten Linien jene des Blutes vom entmilzten Hund, beide auf 0,1°/, Himoglobin bezogen. 
Der Himoglobingehalt ist gasanalytisch bestimmt. 


Konzentration (1,97 bzw. 1,54g im Liter) dividiert und die derart berech- 
neten spezifischen Extinktionskoeffizienten in Fig. 1 eingetragen. Die Figur 
zeigt, daB im Blute des operierten Hundes die Absorption in allen Spektral- 
bezirken héher ist als im Blute des normalen Hundes; eine diffuse Aus- 
léschung verdunkelt gleichmaBig alle Teile des sichtbaren Spektrums. Im 
griinen Anteile des Spektrums ist ihre Wirkung gering, da dort der Blutfarb- 
stoff selbst stark absorbiert; im roten Anteil des Spektrums absorbiert der 
Blutfarbstoff nur wenig Licht, die diffuse Beschattung macht dort etwa 
30°/, der gesamten Absorption aus. Da bei der Colorimetrie praktisch nur 
die Absorption des roten Lichtes bestimmt wird, fallt die diffuse Triibung 
dabei stark ins Gewicht. 

2. Beispiel: Hund ,,4° wurde am 18. VII. 1930 operiert; Blutent- 
nahme am 24. X. 1930; Gasanalyse ergibt 15,4°/) Hamoglobin, Colorimetrie 
18,4°/, Haimoglobin; das normale Kontrollblut enthalt 16,5°/, Hamo- 
globin. — Je 5cem von beiden Blutproben werden mit 5 cem Kochsalzlésung 
vermischt, zentrifugiert, 5cem der tiberstehenden Flissigkeit abgehoben, 
durch Kochsalzlésung ersetzt, nach Mischen wiederum zentrifugiert, schlieB- 
lich wiederum 5cem abgehoben. Die abgesetzten Erythrocyten wurden auf- 
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gewirbelt und die homogene Suspension neuerlich untersucht; Gasanalyse 
ergab im Normalblut 17,3°/, Hamoglobin, im Blute des Hundes ,,4°° 16,8°/, 
Hamoglobin; Colorimetrie ergab 16,9°/, Hamoglobin, also volle Uberein- 
stimmung mit der Gasanalyse. 

3. Beispiel: Hund ,,5“, am 17. XII. 1930 operiert; Blutentnahme 
am 19. II. 1931; normales Kontrollblut 21,9°/, Hamoglobin; Blut des 
Hundes ,,5‘‘ gasanalytisch 16,19/, Hamoglobin, colorimetrisch 19,8°/, 
Haimoglobin. Nach einmaligem Zentrifugieren mit dem gleichen Volumen 
Kochsalzlésung sinkt die Differenz der Hamoglobinwerte: gasanalytisch 
16,4°/, Hamoglobin, colorimetrisch 17,5°/, Haimoglobin. Die nach 
Stadie bereiteten Lésungen des urspriinglichen, nicht zentrifugierten Blutes 
werden im Pulfrichschen Stufenphotometer im blauen, blaugriinen, griinen, 
gelbgriinen, gelbroten und roten Licht untersucht; auch diese Methode zeigte, 
daB das Blut des entmilzten Hundes eine merkliche Menge roten Lichtes 
absorbiert. Es wurden die Zeissschen Farbfilter S 47, 50, 53, 57, 61 und 75 
angewandt; die Zahlen bedeuten die Wellenlange des von den Filtern durch- 
gelassenen Lichtes in A. 102. Wir fanden, da8 das Blut des normalen bzw. 
des entmilzten Hundes folgende Mengen des einfallenden Lichtes abserbiert : 


Farbfilter: 47 50 53 57 61 75: 107 A 
blau_—blaugriin~=s griin”—s gelbgriin’ gelbrot rot 

Normal: 99,5 96,8 99,1 96,5 34 2°/, 

intmilzt: 99,5 96,7 97,4 97,1 34 89/, 


Der Hauptunterschied findet sich wiederum im roten Jucht 
(Vilter § 75). 

Wahrend das Oxalatplasma des normalen Hundes klar war, 
war jenes der Hunde ,,3“‘, ..4‘‘ und ,,5‘‘ deutlich getriibt. Je 2,5 ecm 
Plasma des Hundes ,,5‘‘ und eines Kontrollhundes wurden mit 
15 cem Alkohol und 5cem Ather versetzt, durchgemischt und 
nach lingerem Stehen filtriert. Das Filtrat wurde bei Zimmer- 
temperatur eingedunstet, mit trockenem Ather aufgenommen, ein- 
gedunstet und gewogen; gef. 5,2 mg iitherlésliche Substanz im 
Normalplasma, 9,83 mg im Plasma des Hundes ,,5‘‘. 

Weder das Plasma des Hundes ,,5‘‘ noch auch ienes des 
Hundes ,,4‘‘ oder ,,3° verursachte im Blutgasapparat von van 
Slyke eine Sauerstoffzehrung, wie sie Litarcsek beobachtet hat. 
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Uber die Disaccharidspaltung durch «-Glucosidase. 
Von 


Karl Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, April 1931.) 


In mehreren Arbeiten tiber die Spezifitét der Carbohydrasen 
hat Weidenhagen!) u. a. versucht, die Spaltung der Disaccha- 
ride in simtlichen Fiillen auf die Wirkung typischer Glucosidasen 
zuriickzufiihren, so daB beispielsweise alle Zucker, die als «-Gluco- 
side (in der spezielleren Bedeutung dieses Begriffes) aufgefabt 
werden kénnen, durch eine und dieselbe «-Glucosidase gespalten 
werden. Es gibt also nach Weidenhagen keine spezifischen, 
disaccharidspaltenden Enzyme (keine ,,Saccharase“, ,,Maltase™ 
usw.). Ein Disaccharid mit einer freien, reduzierenden Gruppe, 
wie die Maltose, wird von einer Glucosidase gespalten, in diesem 
Falle also von der als einheitlich betrachteten «-Glucosidase, 
wiihrend die nicht reduzierenden Disaccharide von zwei Gluco- 
sidasen angegriffen werden. Der Rohrzucker, der sowohl als 
z-Glucosid wie als P-Fructosid betrachtet werden kann, soll also 
nach Weidenhagen nicht nur von der /-h-Fructosidase (die die 
Hauptmenge der ,,Hefensaccharase bildet), sondern auch von 
der x-Glucosidase zerlegt werden. 

Nun kann einerseits, um bei diesem Spezialfall zu bleiben, 
nicht verneint werden, daB die Betrachtungsweise von Weiden- 
hagen eine gewisse Klarheit zu geben scheint tber viele in den 
Untersuchungen uber die Saccharase (vor allem das Hefeenzym) 
beobachteten Eigentiimlichkeiten (die u. a. zu den Annahmen von 
Fructo- bzw. Glucosaccharase gefiihrt haben), andererseits scheinen 
aber so viele Arbeiten, zwar nicht alle mit der besten Methodik 
ausgefiihrt, zu zeigen, daB z. B. ein Enzym, das ein «-Glucosid 





1) Weidenhagen, Z. Ver. d. d. Zuckerindustrie 78, 406, 781 und 758 


(1928); 79, 115 (1929); 80, 155 und 374 (1930); Z. angew. Chem. 42, 833 (192); 
Fermentf. 11, 151 (1930). 























Uber die Disaccharidspaltung durch «-Glucosidase. 197 


spaltet, gegen gewisse andere «-Glucoside ganz wirkungslos sein 
kann, daB es nicht ohne weiteres moglich erscheint, alle Carbo- 
hydrasen in die Hauptgruppen der «- und /-Glucosidasen (in 
weiterem Sinne) einzuordnen. Ein Schlu8, den man unbedingt 
aus der Theorie uber die Kinheitlichkeit der «-Glucosidase ziehen 
muB, den auch Weidenhagen selbst gezogen und mit allem 
erwinschten Nachdruck hervorgehoben hat, ist nun, daB ein 
Enzymmaterial, das Maltose spaltet (also nach Weidenhagen 
die «-Glucosidase enthalt), Rohrzucker spalten mu. Die von 
Willstaitter und Bamann!) durchgefiihrte ,,Trennung der Sac- 
charase und Maltase** aus Hefeautolysaten ist nach Weidenhagen 
eine Trennung von /-Fructosidase und «-Glucosidase. Die von 
b-h-Fructosidase angeblich freie «-Glucosidase hat aber in Weiden- 
hagens Versuchen eine starke Wirkung auf Rohrzucker, sogar 
stirker als auf Maltose. Nun ist in diesem Falle aus dem Grunde 
schwierig vollkommene Sicherheit zu erreichen, daB die Hefen 
im allgemeinen sehr viel Fructosidase neben wenig Glucosidase 
enthalten und die Befreiung der Glucosidase von den letzten 
Spuren Fructosidase eine schwierige Aufgabe sein kann. Weiden- 
hagen glaubt auf alle Falle die ,,Saccharasewirkung* der ,,Mal- 
tasen’* bewiesen zu haben. Die Existenz besonderer Gluco- und 
Fructosaccharasen bzw. Gluco- und Glucosidomaltasen wird ver- 
neint mit der Motivierung, daB Hemmungsversuche mit einfachen 
Zuckerarten zu Schliissen uber die Bindung Enzym-Disaccharid 
nicht verwendet werden kénnen, was auch an und fiir sich richtig 
sein kann. 

Die spezielle Frage, ob eine Maltase («-Glucosidase) immer 
‘ohrzucker spaltet, ist wesentlich leichter zu beantworten, 
wenn mit Enzymmaterial gearbeitet wird, das neben der Gluco- 
sidase kein oder wenig /-Fructosidase enthilt. Bei Unter- 
suchungen iiber die Enzymbildung in Bakterien?) fand Karstrém, 
da8 in maltosehaltiger Nahrlésung geziichtete Colibakterien kriftig 
Maltose spalteten und also viel «-Glucosidasen enthielten. Sie 
hatten also nach Weidenhagen unbedingt Rohrzucker spalten 
miussen. Auch nicht die geringste Einwirkung auf dieses Disac- 
charid konnte aber beobachtet werden’), woraus Karstrém den 
nach meiner Ansicht richtigen SchluB zieht, daB die Maltase der 
Colibakterien keine auf alle «-Glucoside wirkende Glucosidase 


1) Willstatter u. Bamann, Diese Z. 151, 273 (1925/26). 
*) Karstrém, Dissertation, Helsinki (1930). 
*) Siehe auch Karstrém, Biochem. Z. 231, 399 (1931). 
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sein kann. Das Enzymmaterial von Karstrém (Colistamm I aus 
dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio, Helsing- 
fors) wurde Herrn Weidenhagen zur Verfiigung gestellt und 
von ihm untersucht!) mit dem unerwarteten Ergebnis, da 
die von ihm ,,geforderte‘‘ Saccharosespaltung wirklich stattfindet, 
wenn auch mit einer im Verhiltnis zu der Maltosespaltung kleineren 
Geschwindigkeit. Weidenhagen halt also seine ,,Spezifitats- 
theorie der Carbohydrasen in jeder Beziehung aufrecht”. 
Sollten sich die Befunde von Karstrém bestitigen lassen, bleibt 
nach Weidenhagens Ansicht die Saccharosespaltung der Hefe- 
a-Glucosidase bestehen, wodurch aber die Spezifitatsverhaltnisse 
der Carbohydrasen, die durch die Weidenhagensche Theorie 
vereinfacht werden sollten, noch verwickelter werden. 

Um eine erneuerte Nachpriifung dieser Frage zustande zu 
bringen, hat Herr Dr. A. I. Virtanen, Vorstand des Laborato- 
riums der A. G. Valio, mir Trockenpraparate von Bacterium Coli 
zur Verfiigung gestellt. Sie waren in folgender Weise hergestellt : 
Sterile Nihrlésungen, bestehend aus: 

5 Liter Leitungswasser 
25 g K,HPO, 

15 g NaCl 

0,5 g MgSO, 

8 g (NH,),SO, 

25 g Maltose (Merck) 


wurden mit jungen Reinkulturen von Bacterium Coli lI geimpift 
(px = etwa 7). Nach 10—15 Stunden bei 37° wurde unter Wahruny 
der Sterilitét Phenolrot und dann ab und zu 2 n-NaOH zugesetzt, 
so daB die Aciditét nicht wesentlich vergr6éBert wurde. Nach 
etwa 24 Stunden wurden die Bakterien abzentrifugiert und mit 
sterilem Wasser ausgewaschen. Sie wurden dann auf Tontellern 
getrocknet und feingerieben. 

0,5 ¢ Trockenpriparat wurde mit 50 ccm Phosphatpuffer 
(m/30) von px = 6,9 und Toluol 20 Stunden bei Zimmertemperatur 
geschiittelt. Die Mischung wurde dann zentrifugiert. Zu 20 ccm 
des triiben Extraktes wurde 0,5 g Maltose bzw. Rohrzucker zugesetzt 
und die Mischungen unter Toluol bei 30° aufbewahrt. Unmittelbar 
und nach 6 Stunden wurde in je 2 ccm der Lésungen Aldose nach 
der Methode von Willstatter und Schudel bestimmt. In den 
folgenden Tabellen sind die Zuckermengen in Kubikzentimetern 


a 


1) Weidenhagen, Biochem. Z, 233, 320 (1931). 
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Thiosulfatlésung angegeben. Der Jodverbrauch der Enzymlosung 
beim Versuchsbeginn ist wberall abgezogen. 1 ccm Thiosulfat- 
loésung entspricht 13,2 mg Maltose. 


Tabelle 1. 





Zeit: Stunden Maltose Saccharose 
0 3,44 0,00 
6 4,64 0,00 
00 (6,88) (3,44) 








Dieser Versuch zeigt also, daB, wahrend die Maltose zu etwa 

35°/, gespalten worden ist, die Saccharose uberhaupt nicht an- 
gegriffen wurde. 
Yu folgendem Versuch wurden 1,1 g desselben Trocken- 
priparates mit 50cem Phosphatpuffer und Toluol 20 Stunden 
geschiittelt. Zu 20 cem des triiben Zentrifugates wurden wieder 
0,5 ¢ Maltose bzw. Saccharose gesetzt. 


Tabelle 2. 








Zeit: Stunden Maltose Saccharose 
0 3,30 0,00 
1,3 4,32 0,00 
3,3 4,88 0,00 
7 5,26 0,00 
23 5,72 0,28 
71 5,92 0,44 








Dieser Versuch zeigt noch deutlicher, daB das Bakterien- 
autolysat viel ,,Maltase‘‘ enthalt, ohne Rohrzucker zu spalten. 
Nach 7 Stunden sind 60°/) der Maltose gespalten; von einer Wir- 
kung auf den Rohrzucker ist kein Zeichen. Bei sehr langen Ver- 
suchszeiten steigt der Jodverbrauch in dem Saccharoseversuch 
unbedeutend. Dies kénnte nun vielleicht mit einer Infektion der 
Versuchsmischung zusammenhingen; die wirkliche Ursache ist 
aber, wie aus folgendem Versuch hervorgeht, daB der Jodverbrauch 
der Enzymlésung bei der Aufbewahrung bei 30° ein wenig steigt. 

Von einem anderen Bakterientrockenpriparat (3 g + 100 cem 
Puffer + Toluol) wurde durch Schiitteln bei Zimmertemperatur 
wahrend etwa 12 Stunden ein Autolysat bereitet. Zu je 10 ccm 
tribem Zentrifugat wurde 0,3 g Zucker gesetzt. Zuckerbestim- 
mungen in 1 cem. 
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Tabelle 3. 








Zeit: Stunden Maltose Rohrzucker Ohne Zucker 
0 1,98 0,00 0,00 
1 2,20 0,00 — 
4 2,76 0,16 0,20 
6 3,00 0,30 0,30 
9,5 3,12 0,33 oti 
23 3,63 0,74 0,66 











In diesem Versuch ist die Vergréberung des Jodverbrauches 
der Knzymlésung stirker. Das Resultat ist voJIkommen ein- 
deutig: Die Autolysesifte aus den Bakterien spalten 
Maltose, ohne auf Rohrzucker die geringste Wirkung 
zu haben. Wollen wir die Maltase der Bacterien «-Glucosidase 
nennen, so folgt also, daB wenigstens nicht alle «-Glucosidasen 
Rohrzucker spalten. Dies ist nun, wie Karstr6ém hervorhebt, in 
voller Ubereinstimmung mit dlteren Versuchen iiber die Ver- 
ciirbarkeit der Disaccharide durch Stimme des Bacterium Coli, 
obgleich soleche Versuche nur mit Vorsicht zu Schliissen uber die 
Existenz besonderer Carbohydrasen angewendet werden sollten. 

Kine in diesem Zusammenhang weniger bedeutende Frage 
ist, warum Weidenhagen in seinen Versuchen mit denselben 
Bakterien immer Rohrzuckerspaltung fand. Seine Praparate 
scheinen iiberhaupt eine sehr schwache Wirkung gehabt zu haben, 
da die Versuchszeiten sehr lang sind. Daf die Autolysate durch 
die tagelange Aufbewahrung im LEjisschrank geschwacht sein 
konnten, ist nach meinen Versuchen nicht wahrscheinlich, da das 
Autolysat, wie die folgende Tabelle zeigt, nach 1 Woche im Eis- 
schranke unverinderte Wirkung zeigte. 











Tabelle 4. 
f 
Zeit: Stunden Maltose Rohrzucker Nullprobe 
0 2,00 0,00 0,00 
3 2,71 0,17 0,16 
6 3,04 0,28 0,30 
24 3,30 0,50 0,65 














